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1.1. Tráfico Intracelular. Proteínas Long coiled-coil. 
Las células eucariotas están altamente compartimentalizadas en diferentes orgánulos 
rodeados de membrana. La comunicación entre los diferentes orgánulos se produce 
mayoritariamente mediante el transporte anterógrado y retrógrado a través de vesículas y 
otros transportadores, de manera que siempre se mantiene la homeostasis individual de cada 
orgánulo, característica que resulta esencial para el desarrollo de muchos procesos celulares 
(Alberts et al., 2002). Para mantener este complejo sistema, la fusión de las vesículas de 
transporte con el compartimento aceptor correcto debe producirse de manera específica y 
eficaz. Esto es posible gracias a la presencia de una maquinaria proteica concreta, compuesta 
fundamentalmente por proteínas SNARE (soluble NSF –N-ethylmaleimide sensitive factor- 
Attachment protein Receptor), GTPasas Rab y Arf, factores de aproximación o de tethering y 
proteínas motoras del citoesqueleto (Figura 1) (Bonifacino y Glick, 2004; Behnia y Munro, 
2005; Cai et al., 2007; Segev, 2011). Las proteínas SNARE constituyen una familia de 
proteínas integrales de membrana que están presentes tanto en las membranas de las vesículas 
que van a fusionarse (v-SNARE) como en las membranas del compartimento aceptor (t-
SNARE) (Sollner et al., 1993; Rothman, 1994). Participan en el reconocimiento de 
membranas compatibles y permiten la fusión de las mismas mediante la formación del 
complejo SNARE (Weber et al., 1998; McNew et al., 2000; van Vliet et al., 2003; Bonifacino 
y Glick, 2004). Las proteínas Rab son una familia proteica de la superfamilia de proteínas Ras 
que se caracterizan por su actividad GTPasa. Se localizan sobre membranas dianas concretas, 
reclutando proteínas efectoras que participan en el control de los procesos de formación, 
transporte, anclaje y fusión de las vesículas (Zerial y McBride, 2001). De manera similar, las 
GTPasas Arf (ADP-rybosilation factor) también median el reclutamiento de efectores a la 
superficie de las vesículas, incluyendo las proteínas de cubierta (Gillingham y Munro, 2007). 
Los factores de aproximación o de tethering actúan de intermediarios entre la vesícula y la 
membrana diana antes de que se ensamble el complejo SNARE y se produzca la fusión de 
membranas, y son generalmente reclutados a la membrana por medio de proteínas GTPasas 
activadas (Pfeffer, 1999; Waters y Pfeffer, 1999; Cai et al., 2007; Goud y Gleeson, 2010). Por 
último, las proteínas motoras del citoesqueleto permiten el movimiento direccional de las 
vesículas sobre los filamentos del citoesqueleto de actina y de los microtúbulos (van Vliet et 




A diferencia de las proteínas SNARE, los factores de tethering son heterogéneos en 
cuanto a su secuencia y estructura, habiéndose clasificado en dos grupos: los que forman parte 
de complejos multiméricos como el complejo COG, el complejo TRAPP o el exocisto, y los 
que pertenecen a la familia de proteínas con largos dominios coiled-coil o proteínas long 
coiled-coil (Guo et al., 2000; Whyte y Munro, 2002; Gillingham y Munro, 2003; Cai et al., 








Figura 1: Etapas del tráfico vesicular. El ensamblaje de la cubierta se inicia con el reclutamiento de los 
componentes proteicos de la cubierta a la membrana del compartimento donador. En este paso inicial, se 
comienzan a acumular los receptores del cargo y las moléculas de v-SNARE en la membrana que ha 
comenzado a deformarse. El avance del ensamblaje de la cubierta proteica está acompañado por la 
concentración de cargo en la vesícula en formación y por la gemación y escisión de la vesícula desde el 
compartimento donador. A continuación, la cubierta proteica se desensambla de una forma controlada y la 
vesícula sin cubierta se mueve hacia el compartimento aceptor guiada por proteínas motoras a lo largo del 
citoesqueleto. Una vez en la proximidad de la membrana del compartimento aceptor, la vesícula se une a 
ésta por medio de largas proteínas coiled-coil y/o complejos multiméricos (tethering) que son reclutados 
por proteínas Rab localizadas sobre la membrana de la vesícula. Esta unión permite que las v- y t-SNARE 
interaccionen entre sí y anclen la vesícula a la membrana aceptora (docking). Finalmente, la formación del 
complejo SNARE promueve la fusión de las bicapas lipídicas de la vesícula y de la membrana aceptora de 
modo que el cargo es transferido al compartimento aceptor. Adaptado de Bhenia y Munro, 2005. 
 
Las proteínas long coiled-coil constituyen una familia de proteínas sin homología de 
secuencia pero relacionadas estructuralmente, en cuanto a que contienen dominios coiled-coil 
en su estructura que ocupan varios cientos de aminoácidos (Rose y Meier, 2004). Los 
dominios coiled-coil son unidades autónomas de plegamiento que están presentes en 
aproximadamente el 10% de las proteínas del genoma humano y de Drosophila, 




proteína-proteína consisten en dos o más α-hélices que se enroscan una alrededor de la otra 
para formar un supercoil (Cohen y Parry, 1990). Las secuencias aminoacídicas que dan lugar 
a esta estructura se caracterizan por la presencia de un patrón repetido de siete residuos o 
heptad-repeat (Zhou et al., 1994), generalmente denominado a-b-c-d-e-f-g, en el que los 
residuos primero (a) y cuarto (d) son residuos hidrofóbicos y los residuos quinto (e) y séptimo 
(g) son residuos predominantemente cargados o polares (Cohen y Parry, 1990; Yu, 2002; 
Mason y Arndt, 2004). De esta manera, las posiciones a y d forman un núcleo hidrofóbico, 
responsable de la estabilidad del dominio coiled-coil (Lau et al., 1984), y las posiciones e y g 
mantienen interacciones iónicas entre las hélices (Figura 2). La simplicidad y la repetitividad 
que muestra esta secuencia confiere a las proteínas que lo contienen una estructura secundaria 





Figura 2: Estructura dimérica paralela coiled-coil. (A) Vista frontal, desde el extremo amino hacia extremo 
carboxilo-terminal, del diagrama de dos α-hélices paralelas. Las posiciones del heptad repeat están 
marcadas desde la a hasta la g y desde la a´ hasta la g´. Las posiciones a y d de cada hélice forman el núcleo 
hidrofóbico entre hélices y las posiciones g y e de cada hélice mantienen interacciones electrostáticas entre 
las hélices. (B) Vista lateral del diagrama. Los cilindros representan la columna de las hélices. (C) y (D) 
Representación mediante el uso del programa Pymol del dominio coiled coil del factor de transcripción de 
levaduras GCN4, primer dominio coiled-coil identificado a alta resolución (O'Shea et al., 1991). 
 
La estructura terciaria de las proteínas coiled-coil, en cambio, está sujeta a multitud de 
variaciones estructurales, de las cuales dependen sus funciones biológicas. Así, el número de 
α-hélices puede variar entre dos y cinco (Malashkevich et al., 1996), la orientación de las 
hélices puede ser paralela o antiparalela, las hélices que componen el supercoil pueden ser 
idénticas (homotípicas) o diferentes (heterotípicas) (Hodges, 1996; Lupas, 1996), y el sentido 
del supercoil puede ser hacia la derecha o hacia la izquierda (Stetefeld et al., 2000). La 
estructura coiled-coil requiere, por tanto, que las proteínas multimericen consigo mismas para 
formar homodímeros u oligómeros, o con otras proteínas para formar heterodímeros 
(Gillingham y Munro, 2003). Este proceso de dimerización es, en la mayoría de los casos, no 











que proporciona, a las proteínas que lo contienen, la capacidad de interacción con otras 
proteínas a través de estos dominios, un proceso que en la mayoría de los casos se produce de 
manera específica y reversible, controlando así el reclutamiento de componentes regulatorios 
en el tiempo y espacio (Rose y Meier, 2004). Por otro lado, las condiciones ambientales como 
el pH, la temperatura o la disponibilidad de solutos, así como procesos de fosforilación, 
pueden modular las características físicas del dominio coiled-coil (Hurme et al., 1997; Szilak 
et al., 1997; Dutta et al., 2003). Este aspecto ha conducido a la aplicación de métodos de 
bioingeniería molecular y nanotecnología para el diseño y desarrollo de secuencias coiled-coil 
con una función potencial para la distribución de drogas y otros usos terapéuticos, función 
que está íntimamente ligada a la estabilidad estructural y especificidad de los dominios 
coiled-coil, así como a la sensibilidad a estos factores (Becker et al., 2003; McFarlane et al., 
2009; Apostolovic et al., 2010). 
Las proteínas long coiled-coil, en las que los dominios coiled-coil ocupan varios 
cientos de aminoácidos, adoptan, en virtud de dichas características, una estructura terciaria 
en forma fibrilar o de bastón (Burkhard et al., 2001). Así, cuando estos dominios dimerizan, 
cien residuos aminoacídicos son suficientes para extenderse alrededor de 15 nm (Gillingham 
y Munro, 2003). Los dominios de interacción con las membranas celulares, que generalmente 
son los dominios flexibles presentes en los extremos, combinados con la función de bisagra 
que ejercen las secuencias intercaladas entre las múltiples regiones coiled-coil, permiten 
ejercer a estas proteínas una gran variedad de funciones biológicas dentro de la célula, 
actuando como motores, escaleras, brazos de rotación, factores de tethering, o transportadores 
de moléculas, vesículas o grandes complejos macromoleculares (Figura 3) (Rose y Meier, 
2004). Las proteínas long coiled-coil suponen por tanto una herramienta molecular versátil en 
células eucariotas que actúan a modo de cables o conexiones del citoesqueleto o del 
nucleoesqueleto, o como proteínas de scaffolding para estabilizar y organizar sistemas de 
membranas como la envoltura nuclear, el complejo de Golgi, o la zona activa de la sinapsis 












Figura 3: Posibles funciones de las proteínas con largos dominios coiled-coil como (A) factores de 
tethering de vesículas para acercarlas al orgánulo diana o (B) factores de tethering de compartimentos para 
mantener la estructura de orgánulos intracelulares, como el apilamiento de las cisternas del complejo de 
Golgi, (C) componentes estructurales de la matriz de diferentes orgánulos o (D) proteínas de scaffolding 
que permiten el ensamblaje de diferentes factores. Adaptado de Gillingham y Munro, 2003. 
 
1.1.1. Familia de proteínas NECC1/NECC2/Jakmip1-Marlin1. 
Recientemente, nuestro grupo de investigación identificó una nueva proteína long 
coiled-coil específica de vertebrados a partir de un análisis genómico diferencial sobre dos 
subtipos de células endocrinas, las células melanotropas del lóbulo intermedio de la hipófisis 
de anfibios, que muestran fenotipos secretores opuestos de hipo e hipersecreción (Gonzalez 
de Aguilar et al., 1997; Peinado et al., 2002). Esta proteína fue identificada como NECC1 
(neuroendocrine long coiled-coil 1) por su expresión preferencial en tejidos nerviosos y 
órganos endocrinos, así como por sus características estructurales. En concreto, NECC1 posee 
siete regiones de tipo coiled-coil extendidas a lo largo de la secuencia, formando un largo 
dominio long coiled-coil. Adicionalmente, NECC1 presenta una región hidrofóbica carboxilo-
terminal de 19 aminoácidos (Cruz-Garcia et al., 2007). El análisis in silico de la secuencia 
nucleotídica de NECC1 reveló que este gen pertenece a una familia conformada por dos 
miembros adicionales, un gen de función desconocida al que denominamos NECC2 por su 
homología estructural y su expresión preferencial en los mismos tejidos que NECC1 (Cruz-
Garcia et al., 2007), y el gen que codifica para la proteína Jakmip1/Marlin-1 (Couve et al., 
2004; Steindler et al., 2004). Este tercer miembro de la familia, Jakmip1, se expresa 
fundamentalmente en tejidos nerviosos y órganos linfoides, mostrando también una estructura 
muy rica en dominios coiled-coil. Jakmip1 fue identificado por su capacidad de interacción en 
células Jurkat T con la proteína Tyk2, un miembro de la familia de proteínas no-receptoras 
tirosina quinasas Jak (Janus kinase), que son elementos centrales en la cascada de 
señalización mediada por citoquinas (Yeh y Pellegrini, 1999). La asociación de Jakmip1 con 
Tyk2 y otro miembro de la misma familia de proteínas (Jak1), así como su capacidad de 




asociación y modificación de los polímeros de microtúbulos, llevaron a proponer la 
participación de esta proteína en procesos dinámicos especializados mediados por citoquinas, 
como polarización celular, participación en la formación de complejos de señalización o 
tráfico de vesículas (Steindler et al., 2004). Al mismo tiempo, en células nerviosas, Jakmip1 
fue identificada y denominada por otro grupo como Marlin1, mostrando una distribución 
granular y asociándose de manera específica tanto a la subunidad R1 del receptor GABAB 
como a diferentes especies de ARN, incluyendo la región 3`- UTR (untranslated region) de 
las subunidades R1 y R2 del receptor GABAB (Couve et al., 2004). Posteriormente, se 
demostró que Marlin1 forma complejos en estas células con quinesina-1 y tubulina, 
participando así en la asociación y el transporte del receptor GABAB a través del 
citoesqueleto de tubulina (Vidal et al., 2007). 
En relación con NECC1, resultados de nuestro grupo de investigación permitieron 
demostrar que su expresión está inversamente relacionada con la capacidad secretora de las 
células melanotropas, mientras que factores hipotalámicos inhibidores de dichas células, 
como el  neuropéptido Y (NPY), aumentan su expresión (Jenks et al., 1998; Cruz-Garcia et 
al., 2007). Adicionalmente, el análisis de la distribución subcelular de NECC1 en células 
HEK293 expresada de forma exógena, mostró que esta proteína presenta una localización 
yuxtanuclear con forma túbulo-vesicular, compatible con su localización en el complejo de 
Golgi (Cruz-Garcia et al., 2007). De hecho, NECC1 endógena colocaliza con el marcador cis 
del complejo de Golgi, GM130, y el marcador de la red trans del Golgi, TGN38, en células de 
feocromocitoma de rata PC12 (Cruz-Garcia et al., 2011). Estas observaciones, junto con el 
patrón de expresión preferencial de NECC1 en tejidos cuyas células se caracterizan por 
contener la ruta de secreción regulada (i.e. sistema nervioso central y glándulas endocrinas), 
nos llevaron a sugerir un papel para esta proteína en el control de alguna fase de este proceso, 
habiéndose propuesto que podrían formar parte de la familia de proteínas long coiled-coil 
asociadas al complejo de Golgi conocidas como golginas (Cruz-Garcia et al., 2007). 
Adicionalmente, estudios de sobreexpresión y silenciamiento de NECC1 en células PC12 
apoyan la idea de que esta proteína regula el tráfico hotmonal durante su tránsito por el 
complejo de Golgi en esta línea celular, habiendo sido identificada como un nuevo 





1.1.2. Complejo de Golgi. Familia de Golginas 
Las golginas constituyen una familia de proteínas long coiled-coil muy estudiadas y 
asociadas al complejo de Golgi (Ramirez y Lowe, 2009). El complejo de Golgi es un 
orgánulo celular polar y dinámico que mantiene un alto grado de organización estructural. 
Está constituido por una serie de apilamientos de cisternas con morfología aplanada, 
denominados dictiosomas (Golgi stacks). Las cisternas de igual polaridad de diferentes 
dictiosomas están conectadas mediante finas conexiones tubulares, dando lugar a una 
estructura yuxtanuclear compacta denominada Golgi ribbon (Jackson, 2009; Lowe, 2010). 
Los apilamientos de cisternas están bordeados en sus extremos por dos redes de estructuras 
túbulo-vesiculares, la red convexa de entrada cis, que permite el intercambio de proteínas y 
lípidos con el retículo endoplásmico (RE) a través del compartimento intermedio conocido 
como ERGIC (RE-Golgi) o VTC (vesicular-tubular clusters) (Hauri y Schweizer, 1992), y la 
red cóncava de salida trans (CGN y TGN, respectivamente) (Griffiths y Simons, 1986; 
Patterson et al., 2008). La polaridad de este complejo, por tanto, reside en que la cara cis del 
complejo de Golgi recibe moléculas cargo del RE, las cuales son transportadas a través del 
dictiosoma hasta el TGN (Jackson, 2009). A medida que avanzan en sentido cis-trans, las 
proteínas son objeto de modificaciones post-traduccionales, las cuales son mediadas por la 
acción de diferentes enzimas que normalmente están distribuidas en compartimentos 
específicos del Golgi, asegurando así el procesamiento secuencial de las mismas (Rabouille et 
al., 1995; Munro, 1998). Por último, la red trans del complejo de Golgi actúa como centro 
organizador y distribuidor en los procesos de secreción constitutiva y regulada, dirigiendo la 
incorporación y el tráfico de las proteínas y lípidos a endosomas, lisosomas, membrana 
plasmática o exterior celular (Keller y Simons, 1997; De Matteis y Luini, 2008). Se ha 
propuesto que el flujo masivo de proteínas y membranas que se produce a través de este 
orgánulo está sustentado por la existencia de un scaffold estructural, el cual permite mantener 
su integridad morfológica y funcional. Esta plataforma es conocida como matriz del Golgi, y 
está compuesta por miembros de la familia de las golginas, miembros de la familia de 
proteínas GRASP (Golgi Reassembly and Stacking Proteins) y miembros de las familias de 
proteínas GTPasas Rab, Arf (ADP-rybosilation factor) y ARL (Arf-like) (Short et al., 2005; 
Ramirez y Lowe, 2009). 
En el caso concreto de las golginas, estas proteínas ocupan localizaciones específicas 




en la función precisa que desempeñan en este orgánulo. Así, mientras que GM130, una de las 
golginas mejor caracterizadas, se sitúa en la cara cis (Nakamura et al., 1995), otros miembros 
de la familia se localizan en los extremos o anillos cisternales, como es el caso de la proteína 
TMF (TATA-Modulatory Factor) (Yamane et al., 2007), o en la cara de salida trans, como 
son las proteínas golgina-245 o golgina-97 (Kooy et al., 1992). La mayoría de las golginas 
son proteínas periféricas de membrana, por lo que su asociación con las membranas requiere 
la interacción con otras proteínas, normalmente GTPasas (Short et al., 2005). Así, p115, que 
se localiza en ERGIC y en la cara cis del Golgi, se asocia a la membrana mediante su 
interacción, a través de regiones coiled-coil, con Rab1 (Allan et al., 2000), mientras que TMF 
y bicaudal-D se asocian por medio de Rab6 (Matanis et al., 2002; Fridmann-Sirkis et al., 
2004). Por el contrario, las golginas del TGN (golgina-97 y golgina-245) interaccionan con la 
familia de proteínas ARL a través de su dominio GRIP (Lu y Hong, 2003), un dominio 
carboxilo-terminal conservado en algunos miembros de esta familia. Del mismo modo, la 
proteína GMAP120, que se localiza en la cara cis, interacciona con Arf1 a través de su 
dominio GRAB (GRIP-related ARF-binding domain) (Gillingham et al., 2004). Por su parte, 
la proteína GM130 mantiene su asociación a la cara cis del Golgi mediante su interacción con 
la proteína GRASP65 (Barr et al., 1998), la cual se asocia a estas regiones mediante un grupo 
N-miristil (Barr et al., 1997; Shorter et al., 1999). Además de las golginas periféricas, el 
complejo de Golgi contiene algunas golginas, como golgina-84, gigantina, y CASP (CCAAT-
displacement proteins alternatively spliced isoforms), que están ancladas de manera integral a 
este complejo a través de un dominio transmembrana común C-terminal de 19 aminoácidos 
(Ramirez y Lowe, 2009). 
Por otro lado, las funciones que desempeñan las golginas en el complejo de Golgi 
derivan fundamentalmente de su organización estructural como factores de tethering, lo que 
les permite establecer conexiones membrana-membrana y membrana-citoesqueleto para 
regular los procesos de transporte vesicular, la formación de cisternas y/o el stacking de las 
mismas (Short et al., 2005; Ramirez y Lowe, 2009). La proteína GM130, por ejemplo, 
además de su asociación con GRASP65, interacciona mediante su extremo amino-terminal 
con p115, regulando así la entrada de vesículas procedentes del RE o vesículas COPII 
(Nakamura et al., 1997). Más aún, p115 interacciona también con gigantina, la cual se localiza 
en vesículas COPI (Lesa et al., 2000), por lo que se ha propuesto que la formación del 




permiten controlar tanto la captura de vesículas COPII en la entrada cis del complejo de 
Golgi, como el tethering de vesículas COPI que serán destinadas hacia el RE (Short et al., 
2005; Ramirez y Lowe, 2009). Adicionalmente, GM130, p115 y gigantina, participan en la 
biogénesis de las cisternas del complejo de Golgi, y, junto con las proteínas GRASP, ejercen 
un papel fundamental en el apilamiento de las mismas (Shorter y Warren, 1999; Puthenveedu 
et al., 2006; Marra et al., 2007). Otras golginas que ejercen su papel como factores de 
tethering son las proteínas golgina-84, cuya interacción con CASP se ha propuesto que regula 
el anclaje de vesículas COPI (Malsam et al., 2005). Recientemente se ha propuesto además la 
participación de golgina-84 en el transporte retrógrado intra-Golgi mediante su interacción 
con el complejo COG (Sohda et al., 2010). Por otro lado, el dominio GRIP de las golginas 
que se localizan en la cara trans del Golgi, está implicado en la participación de estas 
proteínas en el tráfico intracelular de endosomas hacia el TGN (Derby et al., 2004; Lu et al., 
2004). Un subgrupo de estas golginas, golgina-97 y golgina-245, participan además en el 
transporte anterógrado de vesículas desde TGN hacia la membrana plasmática (Lieu et al., 
2008; Bremond et al., 2009). 
Algunas golginas intervienen además mediando la interacción del complejo de Golgi 
con el citoesqueleto de microtúbulos, un proceso que es imprescindible para la formación y el 
mantenimiento de la integridad de este orgánulo. Así, la proteína GMAP120, mediante su 
interacción con γ-tubulina, y la proteína GM130, mediante su interacción con AKAP450, la 
cual a su vez interacciona con γ-tubulina, participan en el acercamiento y la asociación entre 
las membranas del complejo y la red de microtúbulos (Infante et al., 1999; Rios et al., 2004; 
Kodani et al., 2009; Rivero et al., 2009). Por otro lado, la proteína bicaudal-D interacciona 
con quinesina y con componentes del complejo dineína-dinactina, regulando así el 
movimiento de vesículas asociadas a Rab6 (Matanis et al., 2002; Grigoriev et al., 2007). Por 
último, no podemos olvidar la función que las golginas desempeñan como moléculas de 
scaffolding en eventos de señalización. Así, GM130 activa a la proteína quinasa YSK1 (Yeast 
Sps1/Ste20-related Kinase 1), la cual participa en la regulación de la adhesión y migración 
celular (Preisinger et al., 2004). 
1.1.3. Otras proteínas Long coiled-coil 
Además de la familia de golginas, otras proteínas long coiled-coil ocupan diferentes 
localizaciones subcelulares desde donde ejercen funciones muy diversas. Así, algunas de ellas 




miosinas, o con el citoesqueleto de microtúbulos, como las quinesinas y las dineínas (Schliwa 
y Woehlke, 2003). Otras, en cambio, ejercen funciones estructurales asociadas al 
mantenimiento de compartimentos intracelulares, como las proteínas lamina, vimentina, 
nesprina, cohesina, o condensina, que participan en la organización de la envoltura nuclear y 
de los cromosomas eucariotas (Rose y Meier, 2004), o la proteína mitosina, que participa 
desde el centrómero en el control del proceso de división celular (Zhu et al., 1995). Además 
de esta función motora y estructural, las proteínas long coiled-coil endosomales EEA1, 
Rabaptin-5 y Rabip4 actúan como factores de tethering, participando en los procesos de 
homofusión de endosomas tempranos (Hayakawa et al., 2007). 
Por otro lado, también se ha descrito la participación de proteínas long coiled-coil 
como factores de scaffold, actuando a modo de andamiajes moleculares que permiten la 
interacción de diferentes componentes necesarios para que se produzcan varios fenómenos 
intracelulares como tráfico vesicular, fusión de membranas o eventos de señalización (Rose y 
Meier, 2004). En este sentido, las proteínas nineína, TACC (transforming acidic coiled-coil), 
o astrina, constituyen componentes esenciales de la matriz pericentriolar del centrosoma y 
participan en la estabilización, posicionamiento y anclaje de microtúbulos (Bouckson-
Castaing et al., 1996; Mack y Compton, 2001; Lauffart et al., 2002). Del mismo modo, las 
proteínas ELKS/CAST/ERC, así como los miembros de la familia de liprinas-α, constituyen 
componentes esenciales en la citomatriz de la zona activa de la sinapsis (Schoch y 
Gundelfinger, 2006), garantizando que la liberación de neurotransmisores se produzca de 
forma regulada en el tiempo y espacio, proceso que requiere una exquisita coordinación entre 
la maquinaria proteica que regula los procesos de tethering y fusión de las vesículas sinápticas 
con la membrana plasmática. Concretamente, se ha propuesto que las proteínas CAST y 
ELKS constituyen sitios de nucleación para el ensamblaje de la citomatriz mediante la captura 
de las proteínas propias de esta estructura, Bassoon, Piccolo o RIM-1, con las que 
interaccionan de manera directa, o de la proteína Munc13-1, con la que interaccionan de 
manera indirecta, permitiendo así la formación de un gran complejo molecular (Schoch y 
Gundelfinger, 2006; Hida y Ohtsuka, 2010). En este sentido, la sobreexpresión en neuronas 
de hipocampo de una forma mutada de RIM-1 que carece del dominio PDZ de unión a CAST 
induce su deslocalización, presentando una distribución difusa a lo largo del axón (Takao-
Rikitsu et al., 2004). Por su parte, la región coiled-coil amino terminal de las proteínas 




proteínas sinápticas como RIM, ELKS, GIT1 (G protein-coupled receptor kinase interactor) 
o KIF1A (kinesin family member 1A) (Zurner y Schoch, 2009). De forma similar, las 
proteínas liprinas-α desempeñan un papel crítico en la formación y función de las sinapsis, 
habiéndose propuesto su participación en el ensamblaje y la organización de la zona 
presináptica, así como en el tráfico vesicular y en el desarrollo y mantenimiento de las espinas 
dendríticas (Schoch y Gundelfinger, 2006; Zurner y Schoch, 2009). 
En definitiva, las proteínas long coiled-coil de la zona activa de la sinapsis parecen ser 
fundamentales en el mantenimiento y función de estos microdominios de membrana. En este 
sentido, y del mismo modo que las sinapsis neuronales, las balsas lipídicas o lipid rafts son 
consideradas otro tipo de regiones especializadas de la membrana plasmática, en las que 
proteínas estructurales como las caveolinas proporcionan el andamiaje necesario para que 




1.2. Balsas lipídicas. Caveolas 
La membrana plasmática de células eucariotas es una estructura altamente organizada, 
constituida por cientos de especies de lípidos y proteínas que se distribuyen de manera 
asimétrica en ambos lados de la bicapa (Pomorski et al., 2001; Edidin, 2003). Esta 
distribución da lugar a diferentes interacciones entre lípidos y/o entre lípidos y proteínas que 
permiten la segregación específica de componentes, jugando un papel importante en la 
organización y compartimentalización de la membrana en subdominios (Lingwood et al., 
2009; Kusumi et al., 2010). Las balsas lipídicas o lipid rafts se definen como microdominios 
de membrana heterogéneos (entre 10 y 200 nm), altamente dinámicos, enriquecidos en 
esfingolípidos y colesterol, y que permiten la organización espacial de diferentes procesos 
celulares (Simons y Ikonen, 1997). En estos dominios, los esfingolípidos se sitúan en la cara 
externa de la bicapa y se asocian lateralmente mediante la interacción de sus grupos polares. 
El colesterol, en cambio, se sitúa entre las cadenas saturadas de los esfingolípidos, por las que 
tiene mayor afinidad, proporcionando rigidez al lipid raft (Silvius, 2003; Lingwood y Simons, 
2010). Adicionalmente, en respuesta a determinados estímulos, los lipid rafts pueden 
fusionarse para formar dominios de mayor tamaño y estabilidad (Simons y Ikonen, 1997; 
Rietveld y Simons, 1998). La composición lipídica específica de los lipid rafts les confiere 
además unas propiedades bioquímicas características, que consisten en la resistencia a 
detergentes no iónicos como el Tritón X-100, y la capacidad de flotación en gradientes de 
sacarosa, métodos que han sido ampliamente utilizados para el aislamiento y caracterización 
de estos microdominios (Zheng y Foster, 2009). Por estos motivos, los lipid rafts son también 
conocidos como DRMs (detergent-resistant membranes), TIFF (Triton-X-100-insoluble 
floating fraction), CEMs (cholesterol-enriched membranes), GEMs (glycosphingolipid-
enriched membranes) o DIGs (detergent-insoluble, glycosphingolipid enriched membranes) 
(Pike, 2004). Los lipid raft intervienen en multitud de procesos celulares incluyendo la 
transducción de señales en numerosas rutas, la clasificación de proteínas durante los procesos 
de exocitosis y endocitosis, la organización del citoesqueleto, la transmisión sináptica, 
apoptosis, adhesión y migración celular (Munro, 2003; Lajoie y Nabi, 2010). Adicionalmente, 
los lipid rafts son un punto de entrada a la célula de multitud de virus, bacterias y toxinas 
(Damm y Pelkmans, 2006; Vieira et al., 2010), y constituyen el sitio de ensamblaje y 
formación de priones y zonas de acumulación del precursor del β-amiloide en la enfermedad 




La heterogeneidad que presentan los lipid rafts en la superficie celular determina la 
existencia de múltiples vías de acceso endocítico al interior celular (Figura 4). En este sentido, 
se ha demostrado la existencia de un tipo de lipid raft denominado CLIC-D (clathrin-
independent carriers dynamin-dependent), cuya internalización es dependiente de dinamina, 
una proteína implicada en la fisión de algunas vesículas endocíticas de la membrana 
plasmática (Henley et al., 1999), y que está regulada por la proteína RhoA, un miembro de la 
familia de Rho GTPasas. Este tipo de lipid rafts constituye la vía de entrada que utilizan el 
receptor de interleucina 2 (IL-2), el receptor de la citoquina γC, el factor autocrino de 
motilidad (AMF) o la toxina B del cólera (CTB) (Lamaze et al., 2001; Sauvonnet et al., 2005; 
Lajoie y Nabi, 2010). Por otro lado, también se ha demostrado la existencia de lipid rafts 
independientes de dinamina, y que son conocidos como CLIC-ID (clathrin-independent 
carriers dynamin-independent) o GEECs (GPI-enriched early endosomal compartments), 
siendo esta vía utilizada para la internalización de proteínas GPI, así como para la 
internalización de CTB o del virus SV40 (Hansen y Nichols, 2009). En este sentido, se ha 
demostrado que la interacción entre SV40 o CTB con gangliósidos GM1, un subtipo de 
esfingolípidos, es suficiente para promover la curvatura de membrana (Ewers et al., 2010). 
Los CLIC-ID/GEECs se definen como estructuras túbulo-vesiculares muy dinámicas 
sensibles a la depleción de colesterol, y cuya morfología es muy similar a la que presentan las 
estructuras endosomales (Kirkham y Parton, 2005). La internalización a través de CLIC-
ID/GEECs es un proceso regulado por varias GTPasas, como Cdc42 y Arf1 (Sabharanjak et 
al., 2002; Kumari y Mayor, 2008), y las proteínas GPI internalizadas por esta vía no 
convergen en endosomas tempranos, sino que son directamente desviados a endosomas de 
reciclaje (Sabharanjak et al., 2002). Las similitudes que presentan este tipo de lipid rafts con 
la ruta endocítica utilizada por levaduras, hace que sean considerados como rutas endocíticas 
relativamente primitivas. Recientemente, se ha identificado a la proteína GRAF1 (Rho-GAP-
domain-containing protein) como un componente específico de las membranas endocíticas 
derivadas de CLIC-ID/GEECs (Lundmark et al., 2008). Además de las estructuras CLIC-D y 
CLIC-ID/GEECs, los macropinosomas consituyen otra ruta endocítica independiente de 
dinamina y dependiente de rafts, en la que se internalizan grandes superficies de membrana y 
fluido extracelular. Estas áreas de membrana están enriquecidas en lipid rafts, y la depleción 
de colesterol inhibe la aparición de los pliegues de membrana y del proceso general de 
macropinocitosis (Grimmer et al., 2002; Hansen y Nichols, 2009). Por último, los lipid raft 











Figura 4: Diagrama comparativo de las diferentes rutas endocíticas celulares, entre las que se incluyen las 
que tienen carácter de raft. Muchos de los componentes son comunes a diferentes vías. CTB, Subunidad B 
de la toxina del cólera; Ántrax-AP, antígeno protector del Ántrax; LacCer, lactosilceramida; IL-2, 
interleucina 2; GPI-AP, proteínas de anclaje a GPI; CLIC-D, vesículas dependientes de dinamina e 
independientes de clatrina; CLIC-ID, vesículas independientes de dinamina y de clatrina (Kirkham y 
Parton, 2005) 
Las caveolas constituyen una clase de microdominios de membrana que están 
presentes en muchos tipos celulares de mamífero, y que son especialmente abundantes en 
adipocitos y en células musculares y endoteliales (Hansen y Nichols, 2010). Inicialmente, las 
caveolas fueron identificadas y descritas como vesículas o invaginaciones de la membrana 
plasmática presentes en el endotelio del corazón (Palade, 1953). En un estudio posterior, 
Yamada y colaboradores identificaron estructuras similares en el epitelio de la vesícula biliar, 
denominándolas “caveolas intracelulares” (Yamada, 1955). Las caveolas se definen como 
invaginaciones esféricas o en forma de botella de la membrana plasmática, de unos 50-100 
nm de diámetro, con un alto contenido en esfingolípidos y colesterol (Thomas y Smart, 2008) 
(Figura 5A y 5B). No obstante, dependiendo del estado fisiológico celular, las caveolas 
pueden adoptar diferentes morfologías, formando así estructuras vesiculares, tubulares, en 
forma de racimo, o adquiriendo una forma plana en ausencia de colesterol (Thomas y Smart, 
2008; Simons y Gerl, 2010). Además de por su morfología característica, las caveolas se 
diferencian del resto de lipid rafts por la presencia de sus dos componentes estructurales: las 












Figura 5: Estructura de caveolas. (A) Imagen representativa de una caveola mediante microscopía 
electrónica. (B) Diagrama representativo de la composición lipídica y proteica de las caveolas. (C) 
Estructura y disposición de la proteína caveolina en una caveola (Parton y Simons, 2007). 
 
1.2.1. Familia de caveolinas. 
Existen tres miembros identificados de esta familia de proteínas: caveolina-1 (cav1), 
caveolina-2 (cav2) y caveolina-3 (cav3) (Glenney y Soppet, 1992; Kurzchalia et al., 1992; 
Scherer et al., 1996; Tang et al., 1996). Las caveolinas son proteínas integrales de membrana 
con un peso molecular aproximado de entre 18-24 kDa, que adoptan una estructura inusual en 
forma de horquilla. Así, el dominio central hidrofóbico (residuos 102-134), se inserta sólo en 
la cara citosólica de la membrana, dejando los extremos hidrofílicos amino y carboxilo 
dispuestos hacia el citosol (Figura 5C) (Monier et al., 1995). El anclaje a la membrana celular 
se ve además facilitado por el proceso de palmitoilación que ocurre, en el caso de cav1 y 
cav3, en tres residuos cisteína del extremo carboxilo-terminal (Dietzen et al., 1995). La 
interacción de caveolinas con otras proteínas se realiza a través de una región conservada 
amino-terminal conocida como el dominio de scaffolding de caveolina (residuos 82-101) 
(Okamoto et al., 1998). El dominio de scaffolding interacciona con una secuencia consenso, 
denominada dominio de unión a caveolina, que está presente en todas las proteínas que 
interaccionan con caveolinas, entre las que se encuentran numerosos receptores tirosina 
quinasa (RTK) y moléculas de señalización (Simons y Toomre, 2000; Thomas y Smart, 
2008). 
Cav1 se expresa en muchos tipos celulares, con mayores niveles de expresión en 
adipocitos, células endoteliales, fibroblastos, células de músculo liso y una variedad de 
células epiteliales (Thomas y Smart, 2008). Cav1 forma homo-oligómeros de 7 a 14 
moléculas mediante la interacción del dominio de oligomerización presente en el extremo 





carboxilo-terminal (residuos 135-178) es responsable de la interacción de estos homo-
oligómeros entre sí, formando lo que se considera la unidad básica de scaffold o plataforma de 
las caveolas, estimándose que existen 15-25 homo-oligómeros de cav1 por caveola, o lo que 
es lo mismo, alrededor de 144 moléculas de caveolina-1 en cada una de estas estructuras 
(Pelkmans y Zerial, 2005). La expresión de cav1 es suficiente para inducir la formación de 
caveolas en líneas celulares que carecen de estas estructuras, y también para restablecer las 
caveolas en células procedentes de ratones knock-out para cav1 (Fra et al., 1995; Kirkham et 
al., 2008; Hansen y Nichols, 2010). Existen dos isoformas de cav1 (α y β), que se expresan 
esencialmente en los mismos tipos celulares, y cuya especificidad funcional no se conoce bien 
todavía (Fujimoto et al., 2000). Cav1 es fosforilada por PKCα en residuos serina/treonina 
(Mineo et al., 1998), y por la tirosina quinasa c-Src (cellular sarcoma proto-oncogen tyrosine 
kinase) en varios residuos tirosina, siendo Tyr14 el más importante, el cual sólo está presente 
en cav1. Así, se ha propuesto que la fosforilación en este residuo regula la endocitosis de 
caveolas mediante el reclutamiento de dinamina (Lajoie y Nabi, 2007; Shajahan et al., 2007), 
habiendo sido implicado además en la formación de caveolas en células epiteliales en 
respuesta a EGF (Orlichenko et al., 2006). Por otro lado, pY14-Cav1 se localiza predominante 
en adhesiones focales, y su redistribución a caveolas induce la endocitosis de caveolas, así 
como de esfingolípidos de la membrana celular (Echarri et al., 2007). 
Por otro lado, cav2 se expresa en las mismos tipos celulares que cav1, y está presente 
en caveolas en una proporción de 1:2 ó 1:4 con respecto a cav1 (Scherer et al., 1997; 
Scheiffele et al., 1998). La interacción entre cav1 y cav2 se produce a través de la región 
hidrofóbica central de ambas proteínas (Das et al., 1999). En ausencia de cav1, cav2 no es 
capaz de alcanzar el nivel de organización necesario para la formación de caveolas, quedando 
entonces retenida en el complejo de Golgi en forma de monómeros o dímeros (Scherer et al., 
1997; Li et al., 1998; Parolini et al., 1999). Del mismo modo, la eliminación de cav2 no afecta 
a la formación de las caveolas. No obstante, los ratones que carecen de cav2 muestran una 
disfunción pulmonar severa (Razani et al., 2002), sugiriendo por tanto que cav2 debe 
contribuir en cierta medida al proceso de formación de caveolas en algunos tipos celulares 
(Lahtinen et al., 2003; Sowa et al., 2003). Cav2 presenta, a su vez, tres isoformas diferentes 
(α, β y γ), siendo cav2α considerada la isoforma completa (Scherer et al., 1996). Cav2 es 
fosforilada en serinas 23 y 36, lo que modula la formación de caveolas dependiente de cav1, y 




cav1 en lipid rafts (Sowa et al., 2003; Sowa et al., 2008). Adicionalmente, cav2 es fosforilada 
en tirosinas 19 y 27, de manera que la fosforilación en uno u otro residuo modifica su patrón 
de localización celular (Wang et al., 2004; Stan, 2005). En respuesta a insulina, la 
fosforilación en el residuo Y19 se ha asociado con la interacción del receptor de esta hormona 
con pERK y la fosforilación en el residuo Y27 se ha asociado con la activación mantenida del 
receptor de insulina (Kwon et al., 2009; Kwon y Pak, 2009).  
Por último, cav3 es una isoforma específica de células de músculo esquelético y 
cardíaco, estando también presente, en menor proporción, en células de músculo liso, en 
astrocitos, y en células endoteliales sinusoidales (Song et al., 1996; Stan, 2005). Estructural y 
funcionalmente, cav3 se comporta de manera similar a cav1, y su expresión también induce la 
formación de caveolas (Tang et al., 1996). 
1.2.2. Familia de cavinas 
Existen cuatro miembros identificados de esta familia proteica: cavina-1, cavina-2, 
cavina-3 y cavina-4 (Hansen y Nichols, 2010; Briand et al., 2011). Las cavinas son proteínas 
periféricas de membrana específicas de vertebrados, con un peso molecular que oscila entre 
31 y 60 kDa, y que comparten en su estructura uno o varios dominios de cremallera de 
leucina, responsables de la asociación de cavina-1 y cavina-3 a la membrana de caveolas 
(McMahon et al., 2009), varios dominios PEST (proline, glutamic acid, serine and threonine-
rich domain), implicados en el marcaje de estas proteínas para su degradación (Aboulaich et 
al., 2004), y un dominio de unión a fosfatidilserina, cuya afinidad por este lípido se ha 
propuesto que participa en el reclutamiento de cavinas a la membrana plasmática (Burgener et 
al., 1990; Gustincich et al., 1999; Chidlow y Sessa, 2010). Todos los miembros de esta 
familia interaccionan entre sí para formar complejos multiméricos, que se asocian 
posteriormente con caveolas en la membrana plasmática, participando así en la fase final de la 
biogénesis de caveolas (Figura 6) (Hayer et al., 2010). En este sentido, se estima que cavina-1 
se encuentra en caveolas en proporción 1:1 con respecto a cav1 (Hill et al., 2008), y que un 
complejo de cavinas está constituido por alrededor de 60-80 moléculas de cavinas (Briand et 
al., 2011).  
Cavina-1 fue inicialmente identificada como PTRF (Polimerase I and transcript 
release factor) sobre la base de su identificación como un factor nuclear soluble implicado en 




posteriormente asociada a la cara citosólica de membranas caveolares (Vinten et al., 2001; 
Aboulaich et al., 2004; Vinten et al., 2005). La distribución de cavina-1 es muy similar a la de 
cav1, con altos niveles de expresión en adipocitos, pulmón, corazón y colon, con una menor 
expresión en timo, bazo, riñón y testículo y con una expresión débil en hígado y cerebro 
(Thomas y Smart, 2008). Cavina-1 participa en el ensamblaje y mantenimiento de caveolas, y 
es reclutada a la membrana de caveolas como un estabilizador o factor de scaffold  (Hayer et 
al., 2010). En este sentido, la ausencia de cavina-1 origina la pérdida morfológica de caveolas, 
así como la pérdida de expresión proteica de las tres isoformas de cav1, sin que sus niveles de 
ARNm se vean afectados (Hill et al., 2008; Liu y Pilch, 2008; Liu et al., 2008). Del mismo 
modo, la sobreexpresión de cavina-1 incrementa el número de caveolas y la expresión de la 
proteína cav1 (Hill et al., 2008; Bastiani et al., 2009; Hansen et al., 2009). 
 Cavina-2 fue identificada como una proteína de unión a fosfatidilserina que se induce 
tras la eliminación de suero, y como un sustrato de PKCα que se localiza en caveolas (SPDR 
o SDR o Serum deprivation protein response) (Burgener et al., 1990; Mineo et al., 1998). La 
pérdida de expresión de cavina-2 también origina la pérdida morfológica de caveolas, así 
como la pérdida de expresión de caveolinas (Hansen et al., 2009; McMahon et al., 2009). A 
diferencia de cavina-1, la sobreexpresión de cavina-2 no incrementa el número de caveolas, 
pero sí produce una tubulación de la membrana plasmática, dando lugar a la aparición de un 
patrón caveolar alargado en las imágenes de microscopía electrónica, lo que ha llevado a 
sugerir su participación en la generación de la curvatura de membrana (Hansen et al., 2009). 
Por último, cavina-2 interacciona directamente con cavina-1, reclutándola a la membrana en 
ausencia de cav1 (Hansen y Nichols, 2010). 
Cavina-3 o SRBC (sdr-related gene product that binds to C-kinase) fue inicialmente 
identificada como un sustrato de PKCδ (Izumi et al., 1997) y, posteriormente, como una 
proteína de interacción con BRCA-1 (tumor breast cancer 1), un gen supresor de cáncer de 
mama (Xu et al., 2001). Cavina-3 participa en el acoplamiento de caveolas que geman de la 
membrana con la maquinaria específica de transporte intracelular (McMahon et al., 2009). En 
este sentido, cavina-3 todavía colocaliza con cav1 tras la gemación de caveolas desde la 
membrana, y la ausencia de cavina-3 modifica el tráfico intracelular de caveolas (McMahon 
et al., 2009). Aunque la predicción de todas las isoformas de cavina estima que son proteínas 
solubles, se ha demostrado que cavina-3, y también cavina-1, son proteínas periféricas de 




Por último, cavina-4 es una proteína soluble específica de músculo esquelético y 
cardíaco que interacciona con cavina-2 y que fue identificada como MURC (muscle-restricted 
coiled-coil protein) (Ogata et al., 2008). Además de con cavina-2, cavina-4 interacciona 
también con cavina-1 y cavina-3 (Bastiani et al., 2009). Tanto la localización específica de 
cavina-4 en el sarcolema muscular, así como el fenotipo que se genera por su ausencia, son 
muy similares a los que presenta cav3. En este sentido, la sobreexpresión de cavina-4 en 
corazón es suficiente para inducir disfunción contráctil cardíaca (Ogata et al., 2008; Tagawa 
et al., 2008), y la expresión de cavina-4 se ve alterada en enfermedades musculares humanas 












Figura 6: Regulación de la morfología de caveolas por los miembros de la familia cavina. PTRF (cavina-1) 
y SDPR (cavina-2) son necesarias para la invaginación de caveolas, y SRBC (cavina-3) es necesaria para la 
gemación de las caveolas y la formación de “endocytic caveolar carriers”. La sobreexpresión de cavina-2 
induce una tubulación de la membrana plasmática dando lugar a la aparición de un patrón caveolar 





1.2.3. Biogénesis de caveolas 
Para estudiar el proceso de formación de caveolas, los modelos actuales se apoyan en 
el proceso de síntesis y de tráfico intracelular que sufre la proteína cav1 (Parton y Simons, 
2007; Hayer et al., 2010). Cav1 se sintetiza en el citosol, e inmediatamente después se inserta 
en la membrana del RE por medio de un SRP (signal recognition particle) (Monier et al., 
1995). La entrada en el RE y, por tanto, en la ruta secretora, es mediada por la fosforilación de 
cav1 en el residuo serina S80 (Schlegel et al., 2001). En el RE, cav1 forma homo-oligómeros 
de 7-15 moléculas, y hetero-oligómeros con cav2 cuando ésta está presente (Scheiffele et al., 
1998; Fernandez et al., 2002). Posteriormente, los oligómeros de cav1 se acumulan en zonas 
de salida del RE (ERES), desde donde migran al complejo de Golgi a través de vesículas 
COPII, como muestra su co-localización con el marcador de estas vesículas, Sec23 (Hayer et 
al., 2010). La mutación en los sitios diacídicos DXE responsables de la salida desde los 
ERES, provoca el acumulo de cav1 en estructuras tubulares del RE. En el complejo de Golgi, 
los oligómeros se sitúan inicialmente en la cara cis/medial del complejo, colocalizando con el 
marcador de dicho compartimento, la proteína long coiled-coil gigantina (Hayer et al., 2010). 
Durante su paso por el complejo de Golgi, se produce la formación de la unidad básica de 
scaffold de las caveolas, y que consiste en la formación de complejos más estables 
constituidos por la interacción de 15-25 oligómeros de cav1 (Scheiffele et al., 1998), lo que 
produce una reducción de su movilidad. Finalmente, los hetero-oligómeros de cav1 y cav2 
derivan en la gemación de estructuras vesiculares con forma de caveolas maduras  
denominadas “mature caveolae-like vesicles” o  ”caveolar carriers” (Parton y Simons, 2007). 
Se ha propuesto que este proceso se lleva a cabo en compartimentos distales del complejo de 
Golgi, que contienen niveles de esfingolípidos y colesterol suficientemente elevados (Parton y 
Simons, 2007). En relación con esta idea, cav1 colocaliza con la proteína t-SNARE sintaxina6 
en la red trans del Golgi, y la sobreexpresión de un mutante negativo de esta proteína provoca 
la disminución en la superficie celular de cav1, de caveolas, y de componentes característicos 
de lipid rafts, como son gangliósidos GM1 y proteínas GPI, apoyando además la idea de que 
estas estructuras suponen una alternativa en el sistema de transporte vesicular para 
componentes de rafts (Choudhury et al., 2006). Más aún, se ha descrito que el transporte de 
ciertas proteínas, incluyendo los receptores de insulina y angiotensina, depende de cav1, 
aunque se desconoce si se produce a través de caveolar carriers o de otras vías exocíticas 




Los caveolar carriers que salen del complejo de Golgi se dirigen directamente a la 
membrana plasmática como unidades estables y estacionarias y, a diferencia de las vesículas 
COPI, COPII o de clatrina, no sufren procesos de ensamblaje y desensamblaje, indicando por 
tanto que la formación de caveolas se completa durante el tránsito, o en un estadio final en el 
complejo de Golgi. Sin embargo, no se han encontrado caveolas morfológicas en el complejo 
de Golgi (Mogelsvang et al., 2004), y algunos autores describen que el pool de caveolinas en 
esta región no está asociado a membranas resistentes a detergentes (Monier et al., 1995; 
Gkantiragas et al., 2001; Pol et al., 2005). En su camino a la membrana, los caveolar carriers 
adoptan trayectorias curvilíneas, en un proceso que es dependiente de microtúbulos (Mundy 
et al., 2002; Tagawa et al., 2005). Recientemente se ha mostrado que las proteínas β1-
integrina e ILK (integrin-linked kinase) participan en la estabilización local de microtúbulos 
que permiten la posterior inserción de caveolas en la membrana plasmática (Wickstrom et al., 
2010). Al llegar a la membrana, las vesículas se fusionan y cav1 permanece estable y 
relativamente inmóvil (Thomsen et al., 2002). El último paso de maduración de caveolas lleva 
consigo la incorporación de cavinas, que se localizan difusas en el citosol y se incorporan a la 
nuevas caveolas cuando éstas llegan a la membrana plasmática (Briand et al., 2011). El 
proceso de incorporación es gradual, pero no se conoce con exactitud si se unen en forma de 
monómeros o como complejos, o si la incorporación es mediada por la interacción con 
caveolinas. La cantidad de moléculas de cavinas presentes en caveolas constituye un punto de 
regulación de caveolas, determinando la forma y el comportamiento de las mismas (Nabi, 
2009). Es necesario resaltar el importante papel que juega el colesterol en todo este proceso. 
Cav1 interacciona con 1-2 moléculas de colesterol (Murata et al., 1995) y se estima que 
existen 200.000 moléculas de colesterol por caveola (Ortegren et al., 2004). Adicionalmente, 
la depleción de colesterol en el complejo de Golgi incrementa la movilidad de los oligómeros 
de caveolina, e inhibe la salida de caveolar carriers del complejo de Golgi (Cheng et al., 
2006), sugiriendo de nuevo que la interacción entre ellos se produce en dominios lipídicos del 
Golgi que tienen carácter de raft (Hayer et al., 2010) Del mismo modo, la adición de 
colesterol acelera la salida de caveolar carriers hacia la membrana (Pol et al., 2005). Por otro 
lado, el bloqueo de la salida de colesterol del RE induce la acumulación de cav1 en el RE, 
identificando un papel para el colesterol en el tráfico de cav1 hacia la membrana plasmática 
(Smart et al., 1996). 
En resumen, el proceso de formación de caveolas requiere tres pasos fundamentales 




enriquecida en esfingolípidos y colesterol, y cuya cara interna esté enriquecida 
fundamentalmente en fosfatidilserina, el cual atrae a diferentes proteínas presentes en lipid 
rafts; II) es necesario que se forme la unidad integral de scaffold de caveolas, compuesta por 
cav1 y cav2 embebidas en la bicapa, y unidas fuertemente a colesterol; III) es necesario que 
los complejos de cavinas formen una capa periférica en caveolas, actuando como 
estabilizadores de las mismas y participando en el proceso de curvatura y gemación de 
caveolas desde la membrana plasmática. 
1.2.4. Endocitosis de caveolas 
Como se ha comentado anteriormente, los caveolar carriers llegan a la membrana 
plasmática, donde permanecen como unidades multifuncionales estables y estacionarias, 
manteniendo un rango pequeño de intercambio en la superficie celular (Thomsen et al., 2002; 
Tagawa et al., 2005). La proporción de caveolas móviles, alrededor de un tercio de la cantidad 
total de cav1 en superficie, llevan a cabo un ciclo rápido de fisión y fusión con la membrana, 
que no llegan a difundir al estar retenidas por el citoesqueleto de actina (Pelkmans y Zerial, 
2005). La estabilidad que muestran las caveolas en la superficie celular indica que, a 
diferencia de las vesículas recubiertas de clatrina (CCVs), no constituyen un sistema 
constitutivo para el tráfico de membranas. Más aún, se ha propuesto que cav1 estabiliza los 
dominios con carácter de raft en la membrana plasmática, actuando por tanto como regulador 
negativo de la endocitosis dependiente de estos dominios (Lajoie y Nabi, 2007). No obstante, 
la interacción de caveolas o caveolinas con cargos específicos induce su rápida 
internalización, en un proceso que está regulado por una gran variedad de factores entre los 
que se encuentran las proteínas caveolinas y cavinas, la actividad de diferentes quinasas 
(ARAF1, SRC, MAP3K2 o DYRK3), o los niveles de colesterol (Pol et al., 2005; Lajoie y 
Nabi, 2010; Briand et al., 2011). Por ejemplo, el tratamiento con ácido okadaico, un inhibidor 
de fosfatasas, induce una masiva internalización de caveolas (Parton et al., 1994), habiéndose 
demostrado que la fosforilación de cav1 en el residuo Y14 induce el reclutamiento a caveolas 
de dinamina (Lajoie y Nabi, 2007; Shajahan et al., 2007). La asociación temporal de dinamina 
con caveolas provoca la constricción del cuello de las caveolas, induciendo así su fisión de la 
superficie celular. Adicionalmente, se ha propuesto que la proteína intersectina también 
participa en el proceso de fisión, y recientemente se ha demostrado que la proteína 
intersectina-2L, una proteína GEF de Cdc42, regula a través de éste la polimerización de 




endocitosis de caveolas (Predescu et al., 2007; Klein et al., 2009). Más aún, se ha propuesto 
que cav1 interacciona directamente con Cdc42, constituyendo un mecanismo de regulación de 
endocitosis de la fase fluida (Cheng et al., 2010). En este sentido, el citoesqueleto de actina 
por debajo de la membrana plasmática constituye un regulador crítico del potencial endocítico 
de las caveolas, regulando la integridad de las mismas y el movimiento de cav1 en la 
superficie celular, el cual está mediado por la interacción entre cav1 y filamina (Sverdlov et 
al., 2009). La desorganización del córtex celular permite entonces la internalización de 
caveolas desde la superficie celular (Mundy et al., 2002). Del mismo modo, la estimulación 
con el virus SV40 y su reclutamiento en caveolas induce una despolimerización transitoria y 
local del citoesqueleto de actina, permitiendo así el proceso de endocitosis (Pelkmans et al., 
2002).  
Tras el proceso de internalización, los denominados “endocytic caveolar carriers“ se 
acumulan formando complejos en forma de racimo, y se fusionan en unos orgánulos 
preexistentes denominados caveosomas (Pelkmans et al., 2001). Los caveosomas constituyen 
orgánulos intermediarios enriquecidos en colesterol y distribuidos por todo el citoplasma, que 
mantienen un pH neutro, y no contienen marcadores de endosomas, lisosomas, RE o Golgi 
(Pelkmans et al., 2001). Otra característica importante de estas estructuras es que las 
caveolinas mantienen su unidad estructural en los caveosomas, reciclándose de nuevo a la 
membrana plasmática como unidades estables (Tagawa et al., 2005). No obstante, todavía es 
tema de debate si los caveosomas constituyen estructuras independientes, o si son orgánulos 
intermediarios que posteriormente pueden converger en compartimentos endocíticos clásicos. 
En este sentido, un estudio reciente ha mostrado que el tratamiento con ácido okadaico 
promueve la aparición de acúmulos multicaveolares que quedan retenidos en la membrana 
plasmática, y sugirieren la posibilidad de que estos acúmulos puedan desprenderse de la 
membrana para fusionarse con endosomas (Kiss y Botos, 2009b). Por otro lado, varios grupos 
de investigación han mostrado una colocalización parcial entre cav1 y marcadores de 
endosomas tempranos y tardíos (EEA1 y GD63, respectivamente), y la estimulación con 
albúmina en células HepG2 incrementa significativamente el número de cuerpos 
multivesiculares que contienen cav1 y CD63, indicando que cav1 puede traficar hacia la ruta 
degradativa endosomal clásica (Pelkmans et al., 2004; Botos et al., 2008). Más aún, se ha 
demostrado que existe una interacción transitoria entre cav1 y Rab5, y que la expresión de un 




acúmulo del mismo hacia endosomas tempranos, indicando que la fusión de endocytic 
caveolar carriers con caveosomas o con endosomas tempranos es dependiente de Rab5 
(Pelkmans et al., 2004). 
1.2.5. Funciones de las caveolas. 
Las caveolas representan microdominios especializados de membrana que están 
presentes en la mayoría de los tipos celulares y que participan en multitud de procesos 
fisiológicos. Su función inicial fue asociada al transporte vesicular de solutos de un lado a 
otro de células endoteliales, en un proceso conocido como transcitosis (Stan, 2002). Sin 
embargo, el papel de caveolas en procesos de transporte se extiende además para otro tipo de 
procesos, constituyendo una vía de entrada para virus y bacterias (Pelkmans, 2005), para 
componentes de membrana como glicoesfingolípidos, para ligandos extracelulares como 
albúmina, ácido fólico o el factor autocrino de motilidad (AMF), o para el colesterol, 
participando en el transporte del mismo entre distintos compartimentos intracelulares (Smart 
et al., 1996; Pol et al., 2005). En este sentido, las caveolas ejercen un papel importante como 
sensores y reguladores de la homeostasis celular, y participan en el control de la composición 
de lípidos y la incorporación de ácidos grasos a la membrana plasmática (Parton y Simons, 
2007; Parat, 2009). Cav1 ha sido implicada en la liberación del exceso de colesterol libre a 
través de lipoproteínas HDL, y el receptor SR-BI (Scavenger receptor class B, type I), 
responsable de la incorporación de colesterol a partir de HDL, está enriquecido en caveolas 
(Babitt et al., 1997). En adipocitos, un tipo celular que presentan una gran cantidad de 
caveolas, cav1 trafica entre la superficie celular y las gotas lipídicas, proceso que es 
estimulado tras la adición de colesterol o la estimulación de la lipólisis, constituyendo éste un 
mecanismo que regula y conecta la función sensora de caveolas con la endocitosis o el tráfico 
vesicular de las mismas (Brasaemle et al., 2004; Le Lay et al., 2006). 
Por otro lado, las caveolas participan en procesos de adhesión y migración celular 
(Parat, 2009). Así, la distribución de caveolinas y caveolas es diferente en células migratorias, 
y se ha demostrado que las caveolas se localizan en la interfaz entre el citoesqueleto y la 
matriz extracelular en las adhesiones focales, participando de manera directa en la 
señalización mediada por integrinas en estas localizaciones (Echarri et al., 2007). Asimismo, 
las caveolas participan como mecanosensores en células endoteliales y células de músculo 
liso, y la exposición crónica de estas células a un esfuerzo dislocante induce un aumento del 




actividad de la transducción de señales mediada fundamentalmente por eNOS o MAPK (Boyd 
et al., 2003; Parton y Simons, 2007). 
Por último, y quizá la función más conocida que se le atribuye a las caveolas, es la de 
constituir plataformas moleculares que permiten la concentración e interacción de los 
distintos componentes que participan en los eventos de señalización intracelular, entre los que 
se incluyen receptores GPCR, receptores de factores de crecimiento como EGF, VEGF o el 
receptor de insulina, el transportador de glucosa Glut4, proteínas de unión a GDP/GTP como 
H-Ras o eNOS, enzimas tirosina quinasas como Fyn o Src, enzimas serina/treonina quinasas 
como Raf, MAPK, PKA, PI3K, o PKC, o proteínas adaptadoras como Shc o Grb2 (Williams 
y Lisanti, 2004). La mayoría de estas interacciones se llevan a cabo a través del dominio de 
scaffolding de caveolina, ejerciendo ésta un papel como regulador negativo o positivo en 
función del tipo de receptor. En este sentido, uno de los modelos más estudiados es la 
señalización mediada por insulina en adipocitos a través del receptor de insulina. Así, 
mediante diferentes aproximaciones se ha demostrado que el receptor de insulina y varios de 
los intermediarios de las rutas de transducción activadas a través de dicho receptor se 
localizan en caveolas y que la disrupción de las caveolas o la eliminación del receptor en las 
mismas, altera o elimina la señalización mediada por insulina (Fruhbeck et al., 2007). Más 
aún, un estudio reciente ha mostrado que tras el tratamiento con insulina, el receptor 
internaliza en caveolas, mostrando una colocalización con p14Cav1, proceso que es necesario 
para que se produzca la endocitosis de caveolas (Fagerholm et al., 2009). 
Dado que las caveolas se expresan en la mayoría de tipos celulares y participan en 
multitud de procesos fisiológicos, la alteración de su estructura o función contribuyen a la 
aparición de un amplio rango de procesos patológicos. Prueba de ello es el fenotipo observado 
en ratones knockout (KO) para caveolinas. Concretamente, los ratones knock-out para cav1 
(cav1-KO), que presentan una pérdida completa de caveolas en las células en las que 
caveolina-1 se expresa, presentan alteraciones respiratorias con fibrosis pulmonar, 
alteraciones urogenitales, alteraciones en el sistema cardiovascular, que incluyen una 
desregulación del óxido nítrico y cardiomiopatía, y alteraciones metabólicas, con elevados 
niveles de ácidos grasos libres y triglicéridos, especialmente tras el post-prandio. El tejido 
adiposo presenta una reducción del 90% en los niveles proteicos del receptor de insulina, y 
una morfología atípica de los adipocitos con alteración en la arquitectura de las gotas lipídicas 




2003; Razani et al., 2001; Rosengren et al., 2006; Schubert et al., 2002; Wunderlich et al., 
2006; Yu et al., 2006; Zhao et al., 2002). Por otro lado, no se observan en estos animales 
anormalidades en la composición lipidica de los lipid rafts, en el patrón de proteínas GPI 
(Drab et al., 2001), o en la composición lipoproteica plasmática, y tampoco se ven 
modificados el transporte transendotelial de albúmina, inmunoglobulinas o lipoproteínas 
(Rippe et al., 2002), ni la entrada de virus SV40 o de CTB, que adoptan vías clatrina y 
caveolina-independientes. Por otro lado, los ratones KO para cav3 (cav3-KO) presentan 
miopatías en el músculo esquelético (Galbiati et al., 2001a; Hagiwara et al., 2000) y 
cardiomiopatías (Woodman et al., 2002), lo que está de acuerdo con el papel de esta proteína 
en músculo esquelético y cardíaco. 
Adicionalmente, las caveolas juegan un papel importante en los procesos de 
tumorigénesis, metástasis, y transformación oncogénica celular (Williams y Lisanti, 2005). En 
este sentido, cav1 es considerada como un gen supresor de tumores porque se regula 
negativamente en células oncogénicas, y sus niveles están reducidos en cáncer de mama, 
tumores de colon, carcinomas ováricos y adenocarcinomas pulmonares (Jasmin et al., 2006), 
aunque también se ha descrito que promueve la progresión tumoral en cáncer de próstata, 
donde sus niveles de expresión son elevados (Williams et al., 2005). Aunque los ratones cav1-
KO no desarrollan tumores de manera espontánea, muestran una elevada tumorogenicidad 
tras la exposición a agentes carcinógenos (Le Lay y Kurzchalia, 2005), y el 16% de pacientes 
con cáncer de mama presentan una mutación dominante-negativa (P132L) para este gen 
(Hayashi et al., 2001) 
1.2.5.1. Caveolinas en el Sistema Nervioso Central. 
En el sistema nervioso central, las neuronas expresan todos los genes de caveolinas y 
contienen lipid rafts resistentes a detergentes. Concretamente, cav1 y cav2 se expresan en 
astrocitos, oligodendrocitos, células de Schwan, y neuronas de hipocampo y del ganglio de la 
raíz dorsal (DRG) (Gioiosa et al., 2008).  No obstante, estas células carecen de caveolas 
identificables morfológicamente (Head y Insel, 2007). En este sentido, cada vez está más 
aceptado que la capacidad de cav1 para formar caveolas depende de otros muchos factores, 
incluyendo la interacción con lípidos y proteínas. Adicionalmente, la falta de caveolas en 
células que sí expresan cav1 pone de manifiesto que cav1 puede regular procesos celulares 
desde fuera de caveolas, lo que ha dado lugar al concepto de scaffolds de cav1, un término 




corresponden con caveolas invaginadas de la membrana (Lajoie 2009). Cav1 en el sistema 
nervioso central recluta componentes sinápticos en lipid rafts, y participa en los múltiples 
procesos de señalización mediados por neurotransmisores y receptores neurotróficos, como 
los receptores NMDA, AMPA, TrkB, mGluR, de dopamina y cannabinoides de tipo 1 (Stern 
y Mermelstein, 2010). La regulación que cav1 ejerce sobre estos receptores depende del tipo 
de receptor, de manera que puede facilitar la interacción con los intermediarios de la 
señalización, ejerciendo así un papel positivo sobre la señalización, o bien provocar el 
secuestro y aislamiento del receptor, ejerciendo así un papel negativo sobre la señalización. 
Adicionalmente, cav1 se localiza en el cono de crecimiento y en neuritas de neuronas de 
hipocampo, habiéndose propuesto su participación en la diferenciación y maduración 
neuronal (Bu et al., 2003). Por otra parte, la capacidad de unión de cav1 a colesterol ha 
llevado a sugerir un papel para esta proteína en la remodelación de la membrana y la 
plasticidad neuronal (Gaudreault et al., 2005). En concordancia con la función de cav1 en este 
sistema, los ratones cav1-KO presentan anormalidades neurológicas motoras y de 
comportamiento, que están relacionadas con alteraciones en la función colinérgica. 
Adicionalmente, estos animales presentan envejecimiento acelerado y neurodegeneración, 
mostrando una neuropatología similar a la observada en la enfermedad de Alzheimer, 
incluyendo la acumulación de β-amiloide, astrogliosis, reducción en la vasculatura cerebral y 




1.3. La línea celular neuroendocrina PC12. 
La línea celular adrenal PC12 fue originalmente aislada por Greene y colaboradores a 
partir de un feocromocitoma o tumor de médula adrenal de rata (Greene y Tischler, 1976). 
Como el resto de células cromafines de la médula adrenal, las células PC12 sintetizan 
monoaminas, fundamentalmente dopamina, que se almacenan en vesículas densas de unos 
100 nm de diámetro denominadas LDCVs (large dense core vesicles). Adicionalmente, estas 
células contienen pequeñas vesículas más claras de origen endosomal que contienen 
acetilcolina, y que se denominan SLMVs (synaptic vesicle-like microvesicles) (Greene y 
Rein, 1977; Schubert y Klier, 1977) La despolarización de la membrana dependiente de la 
entrada de calcio desencadena la fusión de las vesículas LDCVs y SLMVs con la membrana 
plasmática (Greene y Rein, 1977), y la consiguiente secreción de catecolaminas y 
neuropéptidos, por lo que esta línea se utiliza para el estudio de diferentes aspectos 
relacionados con el tráfico intracelular de membranas y la secreción neuroendocrina regulada 
(Westerink y Ewing, 2008). Adicionalmente, el tratamiento con el factor de crecimiento 
neuronal (NGF) o con el péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria (PACAP), 
provoca en estas células la parada del ciclo celular y la activación del proceso de 
diferenciación neuronal, adquiriendo una morfología similar a neuronas colinérgicas 
simpáticas ganglionares (Greene y Tischler, 1976; Ravni et al., 2006; Westerink y Ewing, 
2008). Este proceso de diferenciación neuronal es mediado por la activación del receptor 
TrkA en respuesta a NGF, por lo que este modelo ha sido ampliamente utilizado para el 
estudio de la señalización intracelular mediada por esta neurotrofina (Huang y Reichardt, 
2001; Vaudry et al., 2002; Lee et al., 2005; Westerink y Ewing, 2008). 
1.3.1. Factores neurotróficos y neurotrofinas 
Los factores neurotróficos se definen como un grupo de factores de crecimiento que 
regulan la supervivencia neuronal durante el desarrollo. En la actualidad se clasifican en tres 
grandes familias: las neurotrofinas, la familia de ligandos GDNF (glial cell line-derived 
neurotrophic factor), y las citoquinas neuropoiéticas (Bespalov y Saarma, 2007). La familia 
de neurotrofinas está constituida por el factor de crecimiento neuronal (NGF), que fue la 
primera neurotrofina descubierta (Cohen et al., 1954; Levi-Montalcini, 1987), el factor 
neurotrópico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina-3 (NT3) y neurotrofina-4/5 
(NT4/5), estas últimas identificadas 30 años después (Leibrock et al., 1989; Hohn et al., 1990; 




polipéptidos relacionados estructuralmente se sintetizan como largos precursores (pro-
neurotrofinas) en diferentes tipos celulares del sistema nervioso central (SNC) y periférico 
(SNP), y son procesados proteolíticamente para ser secretados como neurotrofinas maduras. 
En algunos casos, el propéptido puede también ser procesado en el espacio extracelular 
mediante la actividad de diferentes proteínas como plasmina o metaloproteasas (Lim et al., 
2003). En cualquiera de los casos, las neurotrofinas maduras existen y son fisiológicamente 
activas como homodímeros estables (Bothwell y Shooter, 1977; Seidah et al., 1996). Entre las 
funciones que desempeñan los factores neurotróficos, incluyendo las neurotrofinas, se 
encuentran la capacidad para promover la supervivencia celular, regulando así el número de 
neuronas en una población dada, y la capacidad para estimular el crecimiento de neuritas y la 
sinaptogénesis, procesos que son esenciales para un correcto desarrollo del sistema nervioso 
embrionario (Lewin y Barde, 1996; Bibel y Barde, 2000). Tras el período de desarrollo, las 
neurotrofinas regulan la maduración fenotípica y el mantenimiento de la funcionalidad 
neuronal, participando en procesos como la remodelación axonal y dendrítica, el ensamblaje y 
remodelación del citoesqueleto, el tráfico y fusión de membranas, la formación y fusión de 
sinapsis y la modulación sináptica o plasticidad neuronal (Sofroniew et al., 2001; Skaper, 
2008; Lessmann y Brigadski, 2009; Teng et al., 2009). Los receptores a través de los cuales 
las neurotrofinas ejercen su función son los receptores TRK y el receptor p75-NTR. 
1.3.2. Receptores de neurotrofinas TRK. 
Los receptores de neurotrofinas TRK son una familia de receptores que pertenecen a la 
clase VII de receptores tirosina quinasa (RTK). Las proteínas tirosina quinasas son enzimas 
que catalizan la transferencia de un grupo fosfato a un residuo de tirosina, proceso que se 
conoce como fosforilación de residuos tirosina, y que constituye una modificación proteica 
post-traduccional altamente regulada y esencial para la comunicación inter e intracelular 
(Hanks y Hunter, 1995). De los 90 genes tirosina quinasas identificados en el genoma 
humano, 58 de ellos codifican para receptores tirosina quinasas (Robinson et al., 2000), los 
cuales presentan una alta afinidad por multitud de factores de crecimiento así como por 
citoquinas y hormonas (Hubbard y Miller, 2007). En este sentido, los receptores RTK son 
componentes esenciales en las rutas de señalización celular que están activas tanto durante el 
desarrollo embrionario como durante la homeostasis adulta, y son considerados piezas clave 
en la regulación de multitud de procesos celulares como proliferación y diferenciación, 




1990; Blume-Jensen y Hunter, 2001; Lemmon y Schlessinger, 2010). No es de extrañar por 
tanto que cambios genéticos o anomalías que conllevan una alteración en la actividad, la 
abundancia, la distribución o la regulación de los receptores RTK, estén asociados de manera 
directa con el desarrollo y progresión de múltiples tipos de cáncer y otras enfermedades como 
diabetes, inflamación, alteraciones severas de huesos, arterioesclerosis o angiogénesis (Zwick 
et al., 2001; Lemmon y Schlessinger, 2010; Xu y Huang, 2010). 
El primer receptor TRK fue aislado originalmente de un carcinoma de colon humano 
como un oncogen compuesto por la fusión de una tropomiosina no muscular con un potencial 
receptor transmembrana tirosina quinasa (Martin-Zanca et al., 1986). Este proto-oncogen fue 
denominado inicialmente tropomiosin-related kinase (trk), y posteriormente como TrkA, que 
es la denominación que se utiliza en la actualidad (Barbacid et al., 1991). Posteriormente, y 
por su homología con el receptor TrkA, se identificaron los genes para el receptor TrkB y 
TrkC (Klein et al., 1989; Lamballe et al., 1991). El patrón de expresión específico de estos 
genes en el SNC sugirió un papel para estos receptores en el desarrollo neuronal. Así, en 
1991, varios grupos descubrieron que NGF se unía de manera específica y era capaz de 
activar al receptor TrkA (Hempstead et al., 1991; Kaplan et al., 1991b; Kaplan et al., 1991a; 
Klein et al., 1991a), y posteriormente se comprobó que BDNF y NT4 activaban TrkB (Klein 
et al., 1991b) y que NT3 activaba TrkC (Lamballe et al., 1991). 
1.3.2.1. Estructura de TRK. 
Los receptores TRK, y en general la mayoría de los receptores RTK, se localizan en la 
superficie celular en forma de monómeros o unidades simples. En respuesta a ligando, estas 
unidades se activan formando complejos oligoméricos, que generalmente son dímeros 
(Ullrich y Schlessinger, 1990). Cada monómero de receptor RTK presenta un dominio 
extracelular N-terminal seguido de un dominio simple transmembrana, compuesto por 25 a 38 
residuos, y una región intracelular C-terminal, que muestra una alta conservación entre estos 
receptores, y que comprende el dominio responsable de la actividad quinasa catalítica 
(Lemmon y Schlessinger, 2010). La región extracelular de los receptores RTK comprende una 
serie de elementos conservados y característicos de cada receptor, elementos que han 
permitido su clasificación en aproximadamente 20 subclases (www.genome.ad.jp). En el caso 
de la familia de receptores TRK, la región extracelular mantiene una organización común en 
todos sus miembros (Figura 7) (Schneider y Schweiger, 1991), compuesta por tres dominios 




dominios immunoglobulin-like tipo C2 (Ig-C2). Las regiones Ig-C2, y en concreto la región 
Ig-C2 más próxima a membrana, son los sitios específicos de unión a ligando, como muestran 
las estructuras de alta resolución del NGF o del complejo NGF con la región Ig-C2 
(McDonald et al., 1991; Perez et al., 1995; Ultsch et al., 1999). La comparación entre las 
estructuras del complejo NGF-TrkA y NT4-TrkB (Wiesmann et al., 1999; Banfield et al., 
2001), ha permitido además identificar zonas de contacto receptor-ligando conservadas entre 
los distintos receptores de esta familia, y una serie de contactos receptor-ligando específicos, 
que evitan la unión del receptor con neurotrofinas inapropiadas. La remodelación que sufren 
las neurotrofinas tras la unión al receptor también contribuye al control de esta especificidad. 
Adicionalmente, las regiones Ig-C2 son responsables de estabilizar al receptor en su forma 
monomérica, evitando así la dimerización espontánea y la consiguiente activación del 
receptor en ausencia de neurotrofinas (Arevalo et al., 2000). No obstante, se ha propuesto que 
debe existir un equilibrio dímero-monómero, y que una alta densidad de receptores en 
membrana promueve esta activación espontánea (Schecterson y Bothwell, 2010). Por otro 
lado, los motivos ricos en leucina y las regiones ricas en cisteína median efectos sobre la 
conformación del sitio de unión a ligando, participando de manera indirecta en la 
especificidad de la unión ligando-receptor (MacDonald y Meakin, 1996; Arevalo et al., 2001). 
Por último, la respuesta de activación mediada por las neurotrofinas de esta familia de 
receptores está también modulada por diferentes factores como el repertorio de tipos 
diferentes de TRK o de sus formas de splicing alternativo expresados en una población 
celular, o la presencia o ausencia del receptor p75-NTR. En este sentido, la presencia del 
receptor p75-NTR aumenta la especificidad del receptor TrkA y TrkB por sus ligandos 
primarios (NGF y BDNF, respectivamente), y reduce la habilidad de NT3 para activar TrkA y 
de NT3 y NT4 para activar TrkB (Benedetti et al., 1993; Lee et al., 1994; Bibel et al., 1999; 













Figura 7: Estructura de receptores TRK y afinidad por neurotrofinas. NGF se une a TrkA, BDNF y NT-4 
se unen a TrkB, y NT-3 se une a TrkC. NT3 también puede activar TrkA y TrkB con menor eficiencia en 
determinados contextos celulares. C1/C2, dominios ricos en cisteína; LRR1-3 dominios ricos en leucinas; 
Ig1/Ig2, dominios immunoglobulin-like (Skaper, 2008). 
 
1.3.2.2. Señalización mediada por neurotrofinas a través de TRK. 
Como se ha comentado anteriormente, los receptores TRK, y en general la mayoría de 
los receptores RTK, sufren cambios conformacionales en respuesta a ligando que permiten la 
formación de complejos diméricos estables. De esta manera, se produce la transactivación 
catalítica del dominio quinasa y la autofosforilación de sus residuos tirosina (Hubbard, 2004). 
Estos residuos tirosina fosforilados sirven a su vez como sitios de reclutamiento de multitud 
de proteínas de señalización (enzimas,  proteínas adaptadoras y proteínas de scaffolding), que 
generalmente son reclutadas a través de dominios SH2 (Src-homology-2) o dominios PTB 
(phosphotyrosine binding domain), los cuales reconocen los residuos fosforilados en 
contextos específicos de secuencia (Pawson et al., 2001; Skaper, 2008). De manera 
específica, la unión de neurotrofinas induce la fosforilación de los residuos tirosina Y490 e 
Y785 de la secuencia de TrkA, y de las correspondientes tirosinas en las secuencias de TrkB y 
TrkC, actuando entonces éstos como sitios de reclutamiento de enzimas y proteínas 
adaptadoras. Así, Y490 recluta a la proteína adaptadora Shc (SH2 containing-domain 
protein), y Y785 recluta a la enzima fosfolipasa C-γ (PLCγ) (Stephens et al., 1994). Los 
residuos tirosina Y670, Y674 e Y675, situados en el dominio quinasa, también pueden 
reclutar proteínas adaptadoras como SH2B, APS (adapter protein with a PH and SH2 




1998; MacDonald et al., 2000). Las rutas de señalización activadas por TRK en respuesta a 
neurotrofinas son Shc-Ras-MAPK, Rap-MAPK, PI3K-Akt y PLCγ-PKC (proteína quinasa C), 
las cuales se detallan a continuación (Figura 8). Adicionalmente, el proceso de endocitosis de 
los receptores TRK y su reorganización hacia diferentes compartimentos específicos de 
membrana controlan la eficiencia y duración de la señal mediada por neurotrofinas (Zweifel et 
al., 2005; Skaper, 2008). 
1.3.2.2.1. Ruta de señalización Shc-Ras-MAPK 
La activación de la proteína GTPasa Ras en respuesta a neurotrofinas está relacionada 
con la supervivencia y diferenciación neuronal, y se produce de una manera rápida y 
transitoria (Qiu y Green, 1991; Delcroix et al., 2004). Esta activación es mediada por la 
proteína adaptadora Shc, que es reclutada, a través de su dominio PTB, al sitio de 
reconocimiento del receptor activado (Y490). La fosforilación de Shc mediada por el receptor 
crea un sitio de fosfotirosina en Shc que, a su vez, recluta al complejo formado por la proteína 
adaptadora Grb2 y la proteína SOS (son of sevenless), que es un factor de intercambio de 
nucleótidos (GEF). El reclutamiento del complejo Grb2-SOS a la membrana plasmática está 
mediado, a su vez, por el dominio SH2 presente en Grb2. En la membrana plasmática, SOS 
activa a Ras mediante la sustitución de GDP por GTP (Stephens et al., 1994), y la proteína 
Ras en su estado activo señaliza entonces a través de la cascada de proteínas quinasas Raf-1, 
B-raf, MEK, ERK1/2 y p38 (Thomas et al., 1992; Troppmair et al., 1992). La modulación de 
esta ruta de señalización se produce por retroalimentación negativa a través de la fosforilación 
de SOS, que provoca la disociación del complejo Grb2-SOS (Douville y Downward, 1997). 
1.3.2.2.2. Ruta de señalización Rap-MAPK 
A diferencia de la ruta anterior, la activación de la proteína GTPasa Rap1 (Ras-related 
protein 1)  mediante esta ruta se traduce en una activación mantenida de MAPK (York et al., 
1998; Wu et al., 2001), requiriéndose para ello la internalización del receptor en endosomas 
(Delcroix et al., 2004). Esta vía de señalización es mediada por la proteína adaptadora 
CrkII/CrkL, que a su vez activa a la proteína C3G. C3G es un miembro de proteínas GEF que 
sustituye GTP por GDP en la proteína Rap1, y Rap1 en su estado activo señaliza de nuevo a 
través de la cascada de quinasas B-Raf, MEK y ERK. El reclutamiento de CrkII/CrkL es 
mediado por diferentes proteínas adaptadoras como FRS2 (adaptor fibroblast receptor 
substrate-2) o ARMS/Kidins220 (ankyrin repeat-rich membrane-spanning). En este sentido, 




CrkII (Kao et al., 2001). Por otro lado, en respuesta a neurotrofinas, ARMS/Kidins220 es 
fosforilado por PKD (protein kinase D) y permite la formación del complejo CrkL-C3G, que 
resulta en la activación mantenida de Rap1 (Arevalo et al., 2004). Adicionalmente, se ha 
descrito la participación de otro miembro de proteínas GEF, denominado PDF-GEF1, en la 
activación de Rap1 en endosomas tardíos, en un proceso mediado por la formación de un 
complejo entre las proteínas TrkA, ARMS/Kidins220, S-SCAM (synaptic scaffolding 
molecule) y PDZ-GEF1 (Hisata et al., 2007). Las proteínas MAPK implicadas en esta vía 
(ERK1/2 y ERK5) fosforilan y activan a proteínas comunes como Rsks (proteína quinasa 
ribosomal S6) o MSK1 (mitogen- and stress-activated protein kinase), que a su vez fosforilan 
y activan al factor de transcripción CREB (cAMP-response element-binding protein), el cual 
controla la expresión de genes esenciales para la supervivencia y diferenciación (Ginty et al., 
1994; Xing et al., 1996; Deak et al., 1998). Por otro lado, ERK1/2 y ERK5 activan también 
factores de transcripción específicos. Así, ERK5 pero no ERK1/2 activa MEF (myocyte 
enhancer factor-2) (Marinissen et al., 1999), mientras que ERK1/2 activa ELK-1  (Gille et al., 
1992). 
La importancia de estas quinasas en el proceso de supervivencia y diferenciación 
neuronal queda reflejada por el crecimiento de neuritas que se induce en PC12, en ausencia de 
neurotrofinas, tras la introducción de las formas activas de los reguladores por encima de 
MAPK, incluyendo Ras (Bar-Sagi y Feramisco, 1985), Raf  (Wood et al., 1993), o MEK 
(Cowley et al., 1994). Del mismo modo, las formas dominantes negativas de Ras (Szeberenyi 
et al., 1990), Raf (Schaap et al., 1993) o MEK (Cowley et al., 1994) bloquean el proceso de 
diferenciación mediado por NGF. 
1.3.2.2.3. Ruta de señalización PI3K-Akt 
 La ruta de señalización a través de Akt (serine/threonine protein kinase) es 
fundamental para la supervivencia neuronal durante el desarrollo, y en ella participan 
componentes comunes a la vía Shc-Ras-MAPK. Concretamente, la activación de TRK por 
NGF induce el reclutamiento de Shc en el residuo Y490 y su asociación con Grb2. La 
fosforilación de Grb2, por otro lado, recluta a la proteína Gab1 (Grb2 associated binding-1), 
la cual permite la unión y activación de PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase). Los 
fosfoinositoles que PI3K genera desencadenan la activación de dos proteínas quinasas, Akt y 
RACPK (related to A and C protein kinase) (Yuan et al., 2003). Akt controla la actividad de 




apoptótica Bad, un miembro de la familia de proteínas Bcl-2 (B-cell leukemia–2) considerada 
un sustrato en la ruta de caspasas, y el factor pro-apoptótico de transcripción FKHRL1 
(forkhead transcription factor). En este sentido, la fosforilación de Bad por Akt induce que 
Bad sea fosforilada además por otras quinasas, previniendo así sus efectos pro-apoptóticos 
(Datta et al., 1997) y, del mismo modo, la fosforilación de FKHRL1 por Akt provoca su 
secuestro en el citoplasma, e impide que realice su actividad transcripcional (Brunet et al., 
2001; Zheng et al., 2002). Por otro lado, Akt induce la fosforilación del inhibidor IκB 
resultando en su degradación, por lo que se libera el factor de transcripción NF-κB que 
también promueve la supervivencia neuronal (Hamanoue et al. 1999). Además de su 
implicación en la supervivencia neuronal, la activación de la ruta de PI3K  también promueve 
diferentes aspectos relacionados con la diferenciación neuronal, regulando procesos como la 
elongación o el crecimiento del calibre axonal, la arborización dendrítica, la sinaptogénesis o 
la transmisión sináptica (Arevalo y Wu, 2006; Read y Gorman, 2009). Recientemente se ha 
demostrado que la redistribución de Akt en lipid rafts promueve la arborización axonal en un 
proceso mediado por mTOR (mammalian target of rapamycin), y la expansión del cono de 
crecimiento mediado por Rac1 (Grider et al., 2009). Otros efectores o dianas de Akt que están 
implicados en estos procesos son GSK3β (glycogen synthase kinase 3β), β-catenina, o el 
factor de transcripción CREB (Read y Gorman, 2009).  
1.3.2.2.4. Ruta de señalización PLCγ 
La fosforilación mediada por neurotrofinas del residuo Y785 de receptores TRK 
provoca el reclutamiento y la activación de la enzima PLCγ (Obermeier et al., 1993), que 
resulta en la hidrólisis de PtdIns(4,5)P2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) en IP3 (inositol 
trifosfato) y DAG (diacilglicerol). Mientras que IP3 moviliza el calcio de las reservas del 
retículo endoplásmico, el cual a su vez activa quinasas dependientes de Ca+2/Calmodulina 
(CaM kinase), DAG activa diferentes isoformas de la enzima PKC, que a su vez activan la 
ruta de señalización de ERK1 a través de B-Raf (Corbit et al., 1999). La señalización a través 
de esta ruta controla además la expresión y/o la actividad de diferentes proteínas como 
canales iónicos o factores de transcripción (Toledo-Aral et al., 1995; Minichiello et al., 2002; 
Klein et al., 2005). La actividad de PLCγ también ha sido implicada en la capacidad del 















Figura 8: Rutas de señalización activadas por TRK. En respuesta a neurotrofinas, el receptor TrkA 
dimeriza y se produce la autofosforilación de sus residuos tirosina, los cuales sirven como sitios de 
reclutamiento de multitud de proteínas de señalización dando lugar a la activación de las rutas Ras-MAPK, 
Rap-MAPK, PI3K-Akt y PLCγ-PKC, que a su vez resultan en la supervivencia, la expresión génica, el 
crecimiento neyronal y la plasticidad sináptica (Arevalo y Wu, 2006). 
 
1.3.2.3. El receptor p75-NTR 
El receptor p75-NTR es un miembro de la superfamilia de receptores del factor de 
necrosis tumoral (TNF-SF) que desempeña importantes funciones en diferentes sistemas 
biológicos como el sistema inmune, el sistema vascular y el sistema nervioso. Fue 
identificado en 1886 por Johnson y colaboradores como el primer receptor de NGF (Johnson 
et al., 1986), aunque estudios posteriores demostraron que todas las neurotrofinas son capaces 
de interaccionar con este receptor con la misma afinidad (Schecterson y Bothwell, 2010). Más 
aún, los precursores de neurotrofinas son también péptidos activos que activan selectivamente 
al receptor p75-NTR, con una afinidad mucho mayor que la de las neurotrofinas procesadas o 
maduras (Lee et al., 2001; Reichardt, 2006). Por otro lado, la capacidad de estos precursores 
para activar al receptor p75-NTR es dependiente de la asociación de p75-NTR con otro receptor, 
sortilina, que proporciona la interacción con el dominio no procesado de las pro-neurotrofinas 
(Nykjaer et al., 2004; Teng et al., 2005). Adicionalmente, se ha demostrado recientemente la 




la señalización de este último (Vaegter et al., 2011). Los efectos biológicos que los 
precursores de neurotrofinas inducen a través de p75-NTR y sortilina son también opuestos a 
los que ejercen las neurotrofinas maduras, promoviendo la muerte celular y la depresión de la 
función sináptica (Domeniconi et al., 2007; Teng et al., 2009). Así, la secreción de pro-
neurotrofinas es elevada tras lesiones cerebrales o en procesos neurodegenerativos (Teng et 
al., 2009; Schecterson y Bothwell, 2010). El receptor p75-NTR juega además un papel 
importante en la modulación de la señal mediada por neurotrofinas a través de receptores 
TRK, favoreciendo la especificidad de TRK por sus ligandos primarios, facilitando la 
accesibilidad de TRK a neurotrofinas mediante el crecimiento axonal y la inervación dirigida, 
y promoviendo la endocitosis de TRK hacia compartimentos específicos de membrana donde 
la neurotrofina y el receptor pueden señalizar (Skaper, 2008). 
1.3.2.2.4. Estructura del receptor p75-NTR 
Estructuralmente, el receptor p75-NTR está constituido por una región extracelular, un 
único dominio transmembrana, y una región intracelular (Figura 7). La región extracelular 
presenta una estructura típica de la superfamilia de receptores TNF, con cuatro módulos ricos 
en cisteínas cargados negativamente que facilitan, especialmente el tercer y el cuarto módulo, 
su unión a neurotrofinas (He y Garcia, 2004). La región intracelular, también conocida como 
dominio de muerte, carece de actividad enzimática intrínseca y está conectada al dominio 
transmembrana a través de una región de enlace en su extremo amino-terminal (Liepinsh et 
al., 1997), cuya flexibilidad puede jugar un papel importante en la transducción de señal. La 
ausencia de actividad catalítica en su región citoplasmática implica que la transducción de 
señales se lleva a cabo a través de proteínas que son reclutadas por el receptor en respuesta a 
ligando, regulando así los procesos de supervivencia celular, diferenciación y plasticidad 
neuronal (Schecterson y Bothwell, 2010). A diferencia del receptor TrkA, el receptor p75-NTR 
está presente en la superficie celular en forma de dímeros mediante la interacción covalente 
de residuos cisteína que están presentes en el dominio transmembrana y que forman puentes 
disulfuro, y mediante la interacción no covalente de otros residuos en el mismo dominio 
transmembrana (Vilar et al., 2009a). Esta característica es atípica en receptores de la familia 
TNF-SF, pero es necesaria para que se lleve a cabo una correcta señalización dependiente de 
neurotrofina (Vilar et al., 2009b). Adicionalmente, el receptor p75-NTR sufre un procesamiento 
proteolítico secuencial por α y γ-secretasas, liberando la región intracelular al citoplasma, de 




precursora del β-amiloide (Jung et al., 2003; Kanning et al., 2003). La liberación 
citoplasmática de la región intracelular del receptor p75-NTR promueve la activación de JNK 
(Jun N-terminal quinasa) por medio de la proteína adaptadora NRIF (neurotrophin receptor-
interacting factor) (Kenchappa et al., 2006). 
1.3.2.2.5. Señalización mediada por neurotrofinas a través de p75-NTR 
Dependiendo del contexto celular, y en respuesta a neurotrofinas, el receptor p75-NTR 
puede promover efectos proapoptóticos o de supervivencia celular (Figura 9) (Chen et al., 
2009). Así, la apoptosis se produce mediante la activación de la ruta de JNK (factor de 
transcripción c-Jun quinasa), proceso que a su vez es inducido por tres vías: I) mediante el 
reclutamiento de proteínas adaptadoras que conducen a la activación de JNK, como es el caso 
de las proteínas NRAGE (neurotrophin receptor interacting MAGE) y NRIF, que 
interaccionan con el dominio de muerte del receptor; II) mediante la activación de 
esfingomielasas, que procesan la esfingomielina en fosfatidilcolina y ceramida, siendo esta 
última un elemento estructural de la membrana plasmática que puede inducir apoptosis a 
través de la activación de JNK (Brann et al., 2002) y de la inhibición de PKCδ (Wang y 
Mukhtar, 2002); y III) mediante la activación de la proteína Rac-1, que pertenece a la familia 
de proteínas Rho GTPasas y que activa MAPK (MKK4 y MKK7), las cuales activan 
específicamente a JNK para inducir apoptosis (Walton et al., 1999). La activación de JNK 
induce la fosforilación de factores proapoptóticos (los miembros de la familia de proteínas 
Bcl-2, Bad y Bax, o el factor de transcripción p53), y la consiguiente liberación de citocromo 
C desde la mitocondria, que a su vez activa a las caspasas 3 y 9 (Freund-Michel y Frossard, 
2008). Adicionalmente, las proteínas NADE (p75-NTR-associated cell death executor) y SC-1 
(Schawnn cell factor-1), inducen apoptosis mediante su interacción con p75-NTR en un 
mecanismo independiente de JNK, activando así la cascada de caspasas, o actuando 
directamente como represores transcripcionales que inducen la parada del ciclo celular 
(Kendall et al., 2003; Yi et al., 2003; Freund-Michel y Frossard, 2008). 
Por otro lado, el receptor p75-NTR induce la supervivencia celular y diferenciación 
mediante la activación del factor de transcripción NF-κB, proceso que a su vez es inducido 
por tres vías: I) mediante el reclutamiento de RIP-2 (receptor interacting protein-2) II) 
mediante el reclutamiento de TRAF6 (TNF receptor-associated factor6), que activa a IRAK 
(IL-1 receptor-associated kinase) y ésta a PKCγ; y III) mediante la activación de PI3K, que a 




al inhibidor I-κB, el cual deja libre a NF-κB. Una vez dentro del núcleo, NF-κB induce la 
transcripción de diversos péptidos con actividad antiapoptótica, como las proteínas 
inhibidoras de apoptosis (IAP) o la familia de proteínas Bcl-2, o moléculas que bloquean la 
vías apoptóticas como Gadd45B, que bloquea la actividad de MKK7 y previene la activación 
de JNK (Papa et al., 2004). 
Por último, y dependiendo del ligando, el receptor p75-NTR puede modular el 
crecimiento axonal mediado por RhoA, una GTPasa que participa en el control de la 
organización del citoesqueleto (Jaffe y Hall, 2005). Así, mientras las neurotrofinas provocan 
la disociación de RhoA del receptor, el bloqueo de su actividad, y el crecimiento axonal, los 
factores MDGIs (myelin-derived growth inhibitors) inducen la activación de RhoA y el 
colapso del cono de crecimiento (Yashamita y Tohyama, 03), en un proceso que requiere la 
interacción del receptor p75-NTR con otro receptor, el receptor Nogo (Wang et al., 2002; Wong 
et al., 2002). El receptor Nogo tiene afinidad por los factores MDGI, pero carece de región 
intracelular, por lo que forma un complejo con p75-NTR para establecer el control sobre la 
actividad de RhoA. 
 
Figura 9: Rutas de señalización activadas por p75-NTR. El receptor p75-NTR está presente en la superficie 
celular en forma de dímeros. Dependiendo del contexto celular, y en respuesta a neurotrofinas, el receptor 
p75-NTR puede (A) promover efectos proapoptóticos mediante la activación de NADE o SC-1, o mediante la 
ruta de JNK a través de NRAGE, NRIF , o Rac-1, o (B) promover la supervivencia celular mediante la 




1.3.2.4. Endocitosis de receptores TRK. 
El sistema endosomal, de arquitectura túbulo-vesicular, constituye un complejo 
circuito dinámico en el que los receptores convergen tras su activación en respuesta al ligando 
extracelular. El tráfico del complejo ligando-receptor hacia diferentes localizaciones 
subcelulares (degradación lisosomal o proteolítica, o reciclaje a membrana celular) a través de 
este sistema modulan el proceso de señalización (Ibanez, 2007; Murphy et al., 2009). 
Adicionalmente, los endosomas proporcionan una plataforma en la que la señalización 
mediada por receptor puede iniciarse, mantenerse o finalizar. Más aún, las señales mediadas 
por el receptor desde la membrana plasmática o desde compartimentos endosomales pueden 
ser distintas, dando lugar a su vez a respuestas fisiológicas diferentes (Wu et al., 2001). Por 
otra parte, el sistema endosomal está constituido por varios compartimentos que se distinguen 
por la presencia de marcadores específicos celulares. Así, las proteínas Rab5 y EEA1 son 
marcadores de endosomas tempranos, compartimentos que a su vez pueden estar constituidos 
por diferentes subpoblaciones con movilidades diferentes (Lakadamyali et al., 2006), las 
proteínas Rab4 y Rab11 son marcadores de endosomas de reciclaje, y la proteína Rab7 es un 
marcador de endosomas tardíos (Grosshans et al., 2006). La invaginación y fusión de 
endosomas tempranos da lugar a la formación de cuerpos multivesiculares (MVBs), 
estructuras que contiene múltiples vesículas rodeadas de una membrana exterior (Gruenberg y 
Stenmark, 2004), y que se consideran un compsrtimento intermedio entre endosomas 
tempranos y tardíos. Del mismo modo, el intercambio de Rab7 por Rab5 se considera un 
mediador en esta conversión (Deinhardt et al., 2006).  
Las principales rutas de internalización de los receptores de membrana incluyen 
macropinocitosis, endocitosis dependiente de clatrina, endocitosis dependiente de caveolas, y 
endocitosis independiente de clatrina y caveolas (Kirkham y Parton, 2005; Zweifel et al., 
2005; Lajoie y Nabi, 2010). En el caso de receptores TRK en general, y de TrkA en particular, 
la internalización del complejo-receptor se puede producir por mecanismos dependientes de 
clatrina, dependientes de caveolas, y/o por macropinocitosis (Figura 10). La combinación 
entre estas rutas está modulada por diferentes factores como el tipo de receptor, el contexto 
celular en el que el ligando es presentado, la magnitud de la señal generada por la 
estimulación con el ligando o incluso por la concentración del ligando. Así, bajas o altas 




clatrina (CCVs), y altas concentraciones de EGF favorecen su internalización a través de 










Figura 10: Diferentes modos de internalización utilizados por el receptor TrkA. En respuesta a 
neurotrofinas, el complejo formado por el receptor TrkA-NGF es internalizado por mecanismos 
dependientes de clatrina, dependientes de caveolas, y/o por macropinocitosis en un proceso que depende de 
la proteína Pincher (Zweifel et al., 2005). 
 
1.3.2.4.1. Internalización dependiente de clatrina 
Las vesículas de clatrina constituyen plataformas de señalización de vida corta para los 
receptores TRK. La estimulación con NGF de células PC12 y neuronas DRG, induce el 
reclutamiento a la membrana plasmática de proteínas como la cadena pesada de clatrina 
(CHC) y la proteína adaptadora AP2, donde éstas forman complejos con el receptor TrkA 
activado (Beattie et al., 2000; Howe et al., 2001). Del mismo modo, y tras la estimulación con 
NGF, se ha determinado la presencia en CCVs tanto de la proteína GTPasa Rab5, como de 
diferentes moléculas de señalización de la ruta MAPK (Shc, Ras, Mek1/2, Erk1/2) y de otras 
rutas de señalización (PI3K y PLCγ) (Howe et al., 2001). La asociación que se produce entre 
CHC y AP2 con el receptor TrkA es máxima tras 2 minutos de estimulación con NGF, y 
vuelve a los niveles basales tras 15 minutos de estimulación (Howe et al., 2001), poniendo de 
manifiesto el carácter transitorio de la señalización que tiene lugar en estas plataformas de 
membrana, y que está en concordancia con la idea de que las CCVs actúan como 





1.3.2.4.2. Internalización dependiente de caveolas 
La línea celular PC12 expresa las proteínas cav1 y cav2, y contiene además caveolas 
identificables morfológicamente por rapid-freeze deep-etching electron microscopy (Peiro et 
al., 2000). En estas plataformas, se ha demostrado la presencia de los receptores TrkA y p75-
NTR, los cuales interaccionan con cav1(Bilderback et al., 1999), así como la presencia de 
moléculas intermediarias de señalización (Shc, Ras y PLCγ) en respuesta a la estimulación de 
la línea celular con NGF (Huang et al., 1999; Limpert et al., 2007). La importancia de las 
caveolas como plataformas de señalización en células PC12 queda reflejada por la inhibición 
de la fosforilación mediada por TrkA que se observa tras la sobreexpresión de cav1, o tras la 
alteración de la composición lipídica de las caveolas mediante el uso de diferentes drogas 
(ciclodextrina o filipina) (Bilderback et al., 1999; Peiro et al., 2000). Como se ha comentado 
anteriormente, las caveolas actúan como vesículas endocíticas de transporte tras su 
internalización en respuesta a cargos específicos. En este sentido, y a pesar de que no se haya 
demostrado de manera directa, se ha propuesto que la estimulación con NGF provoca la 
internalización del complejo TrkA-NGF a partir de estas estructuras. En el sistema nervioso, 
los receptores TrkB y p75-NTR, así como varios intermediarios de señalización (Ras y Grb2), 
están también enriquecidos en dominios caveolae-like aislados a partir de membrana 
plasmática neuronal (Wu et al., 1997), y la estimulación de neuronas corticales con BDNF 
induce el reclutamiento y la internalización del receptor TrkB en lipid rafts (Suzuki et al., 
2004; Pereira y Chao, 2007). Estos estudios ponen de manifiesto la importancia de estas 
estructuras como plataformas organizadas implicadas en fenómenos de señalización y en 
procesos de internalización de los receptores TRK. 
1.3.2.4.3. Internalización independiente de clatrina y caveolas. 
Por último, también se ha demostrado la existencia de un sistema de macropinocitosis 
independiente de clatrina y de caveolas como mecanismo alternativo para la internalización 
de receptores TRK, proceso que está regulado por la proteína conocida como Pincher (Shao et 
al., 2002; Valdez et al., 2005). En este sentido, la expresión de una forma dominante-negativa 
de esta proteína bloquea la internalización del receptor TrkA sin afectar a la endocitosis del 
receptor de transferrina, el cual internaliza a través de CCVs (Valdez et al., 2007). 
Recientemente, se ha demostrado en neuronas colinérgicas que el receptor TrkA es 
transportado hacia el soma neuronal en cuerpos multivesiculares, los cuales dependen del 




1.3.2.5. Tráfico post-endocítico de receptores TRK. 
La transmisión de información en sentido retrógrado desde el axón neuronal al cuerpo 
celular, requiere la coordinación de la internalización del complejo ligando-receptor en el 
terminal del axón con el tráfico de estos complejos en vesículas activas de señalización o 
“endosomas de señalización” (Figura 12). La translocación física de estas vesículas hasta el 
cuerpo celular se produce a través de los microtúbulos del axón, y la señalización en estas 
vesículas genera las respuestas de supervivencia, diferenciación y plasticidad neuronal (Howe 
y Mobley, 2005; Campenot, 2009). En células PC12, por ejemplo, se ha demostrado que la 
activación mantenida de Rap1 se lleva a cabo en estos compartimentos (York et al., 1998; 
Sofroniew et al., 2001), dando lugar a la activación prolongada de MAPK y a los cambios 
genéticos en el programa celular que favorecen la diferenciación neuronal (Wu et al., 2001). 
No obstante, y además de la teoría del endosoma de señalización, existen otros modelos 
todavía en debate que tratan de explicar los mecanismos por los que la estimulación inducida 
en el axón induce la señalización en el cuerpo celular, habiéndose propuesto que puede 
producirse mediante el transporte de vesículas que contienen las moléculas efectoras de 
señalización activadas por el receptor, o mediante la propagación de la señal en un proceso 
independiente del transporte físico de estas moléculas (Campenot, 2009). 
Adicionalmente, también existen discrepancias sobre la naturaleza del compartimento 
endosomal desde donde se modula la señalización (Figura 11). Así, hay evidencias que 
muestran que los endosomas de señalización son vesículas Rab5 positivas con características 
morfológicas de endosomas tempranos (Delcroix et al., 2003). En apoyo de esta propuesta 
está el incremento de la colocalización en acúmulos vesiculares cerca del núcleo que se 
produce en células PC12 entre TrkA y Rap1, y entre Rap1 y EEA1, tras 30 minutos de 
estimulación con NGF (Wu et al., 2001). Otros estudios, en cambio, muestran la presencia del 
receptor internalizado en cuerpos multivesiculares dependientes de Pincher, que se 
caracterizan por ser resistentes a la degradación proteosomal, Rab5 positivos, y Rab7 
negativos (Valdez et al., 2007). Finamente, otros autores indican el papel que ejercen los 
endosomas Rab7 positivos en el control del tráfico endosomal y del transporte axonal 
retrógrado de estas vesículas (Deinhardt et al., 2006; Saxena et al., 2006). Así, la 
sobreexpresión de una forma dominante-negativa de Rab7 en células PC12 induce la 
acumulación endosomal de TrkA, la potenciación de la fosforilación de ERK1/2, y el 














Figura 2: Regulación del tráfico endosomal de receptores TRK y p75-NTR. Los receptores TRK pueden ser 
internalizados por mecanismos dependientes de clatrina, dependientes de caveolas, y/o por 
macropinocitosis, mientras que el receptor p75-NTR es internalizado por mecanismos dependientes de 
clatrina y de lipid rafts. Tras la internalización, estas rutas convergen en el sistema endosomal, habiéndose 
descrito la presencia del receptor TrkA en cuerpos multivesiculares, endosomas tempranos (EE), 
endosomas tardíos (LE) y lisosomas (L). El tráfico intracelular entre estos compartimentos está regulado 
fundamentalmente por las proteínas Rab5 y Rab7, mientras que el reciclaje del receptor p75-NTR a la 
superficie celular está regulado por Rab4 y Rab11. La localización de los receptores en estos 
compartimentos y el tráfico a lo largo de los microtúbulos determinan la especificidad de la señal generada 
(Bronfman et al., 2007). 
 
 Por último, como se ha mencionado anteriormente, el transporte de endosomas de 
señalización desde el axón hasta el cuerpo celular se realiza a lo largo de los microtúbulos del 
axón, en un proceso que es dependiente del complejo dineína-dinactina. Así, la alteración 
molecular y química de este complejo disminuye el transporte retrógrado del complejo 
neurotrofina-receptor, comprometiendo además la supervivencia en neuronas del sistema 
nervioso periférico (Hafezparast et al., 2003; Heerssen et al., 2004). Otros factores 
importantes que regulan el transporte retrógrado del receptor son la actividad de su dominio 
quinasa, los mecanismos de ubiquitinación, o la actividad proteosomal celular. En este 
sentido, la inhibición farmacológica o la expresión de un mutante ectópico del receptor con la 




endocitosis y el transporte retrógrado del receptor TrkA (Reynolds et al., 1998; Delcroix et 
al., 2003). Del mismo modo, la modificación de los dominios clave de endocitosis, que están 
presentes en la secuencia de TrkA (FXNPXY o YXXØ), atenúan gravemente su 
internalización, hecho que puede ser debido a que la falta de fosforilación en estos residuos 
modifica o altera el reclutamiento de adaptadores endocíticos como Shc o FSR2 (Jullien et al., 
2003; Zweifel et al., 2005; de Pablo et al., 2008). Adicionalmente, el receptor TrkA es 
monoubiquitinado por medio de la proteína Nedd4-2, la cual pertenece a la familia de 
proteínas E3 ubiquitinina ligasas, dando lugar a la regulación en su expresión (Arevalo et al., 
2006b). Recientemente, se ha propuesto que en neuronas DRG, y en respuesta a ligando, 
Nedd4-2 regula también el tráfico intracelular del receptor TrkA (Yu et al., 2010). Por otro 
lado, también se ha descrito un mecanismo de poliubiquitinación del receptor TrkA mediado 
por TRAF6, en un proceso que es dependiente de la interacción de TRAF6 con el receptor 
p75-NTR en respuesta a NGF. Así, mientras un grupo ha mostrado que el receptor p75-NTR, a 
través de TRAF6,  inhibe la poliubiquitinación de TrkA, dando lugar a su retención en la 
membrana (Makkerh et al., 2005), otros autores apuntan a que la inhibición de la 
poliubiquitinación disminuye la activación de ERK5 y de Akt, así como la diferenciación 
neuronal (Geetha et al., 2005). Por último, un estudio reciente ha propuesto que la inhibición 
de la actividad proteosomal constituye también un nuevo mecanismo de clasificación del 
receptor, induciendo su translocación desde endosomas tardíos a endosomas de reciclaje 
(Moises et al., 2009). 
Además de los factores mencionados hasta ahora, la versatilidad del sistema 
endosomal permite añadir un nivel más en la diversificación del proceso de señalización, 
promoviendo diferentes respuestas celulares dependiendo de la zona en la que el receptor sea 
activado (Figura 12). En este sentido, la estimulación con neurotrofinas en el axón y/o en el 
cuerpo celular inducen la activación local de ERK1/2 y de ERK5, mientras que la 
estimulación en el axón sólo es capaz de inducir la activación de ERK5 en el cuerpo celular, 
constituyendo éste un mecanismo específico del endosoma retrógrado de señalización 











Figura 12: Tráfico post-endocítico del receptor TrkA a lo largo del axón. (A) Esquema de un endosoma de 
señalización que contiene el complejo receptor-ligando, así como efectores de señalización responsables de 
la activación de diferentes rutas como Rap-MAPK, PI3K o PLCγ (Zweifel et al., 2005). (B) Especificidad 
de la respuesta celular dependiendo de la zona de activación del receptor. Los endosomas de señalización 
se transportan a lo largo de microtúbulos del axón hasta el cuerpo celular, resultando en la activación de 
ERK5 y la supervivencia neuronal. Por el contrario, la activación de TrkA directamente en el cuerpo 
celular induce la activación de ERK5 y de ERK1/2 (Murphy et al., 2009). 
 
En definitiva, el mantenimiento de la función celular en células (neuro)endocrinas es 
un proceso altamente complejo que requiere una coordinación eficiente entre una gran 
variedad de factores e integra diversos niveles de regulación, desde la recepción de las señales 
extracelulares, hasta la traducción de dichas señales a nivel intracelular y la activación de 
efectores que ponen en marcha diversos procesos que finalmente inducen la respuesta celular 
adecuada a los estímulos aferentes. En este contexto, las proteínas long coiled coil constituyen 
piezas clave en el mantenimiento de la arquitectura de determinados orgánulos, así como en el 
control del tráfico intracelular de membranas, y, en particular, participando como scaffolds 
moleculares que acoplan el tráfico vesicular con la transducción de señal y la repuesta celular. 
Basándonos en estas premisas, y sobre la base de las características estructurales y la 
expresión preferencial en tejidos neuroendocrinos de NECC2, en el presente trabajo nos 
propusimos caracterizar esta nueva proteína en relación a sus propiedades bioquímicas, su 



























El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido la caracterización 
bioquímica, celular y funcional de la proteína NECC2 mediante el análisis de su distribución 
y de los mecanismos a través de los cuales esta proteína puede estar implicada en el 
funcionamiento y/o control de procesos relacionados con el tráfico intracelular de membranas 
y la señalización en células (neuro)endocrinas. Para conseguir este objetivo general, 
planteamos los siguientes objetivos específicos: 
 
1. Analizar la estructura molecular de la proteína NECC2. 
2. Desarrollar/diseñar y caracterizar un anticuerpo específico contra la proteína NECC2. 
3. Determinar la localización subcelular de la proteína NECC2 en la línea celular 
neuroendocrina PC12 y en neuronas. 
4. Determinar la función de NECC2 en la línea celular PC12. 
5. Estudiar la regulación de la expresión, la distribución intracelular y la posible función 
































3.1. Material biológico. 
3.1.1. Animales y obtención de tejidos. 
Para llevar a cabo el presente estudio se han utilizado ratas Wistar adultas y ratones 
C57Bl/6J neonatos procedentes del Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de 
Córdoba. Los animales se mantuvieron a una temperatura y un fotoperiodo constantes (21º C 
y 14 horas de luz) durante al menos una semana antes del sacrificio. Tras el sacrificio de los 
animales mediante decapitación, se obtuvieron los distintos tejidos mediante disección, los 
cuales se introdujeron en un criotubo y se conservaron a  -80º C hasta su procesamiento. La 
manipulación y el sacrificio de los animales se realizaron siguiendo las normas y 
recomendaciones del Comité de Bioética de la Universidad de Córdoba. 
3.1.2. Obtención y cultivo de neuronas de hipocampo de ratón. 
 Los hipocampos de ratón neonato se sometieron a un proceso de dispersión 
enzimático-mecánico para obtener cultivos de neuronas (Banker, 1998 #1863). Tras su 
disección, los hipocampos de ratón se lavaron una vez con solución de Hanks (Sigma-Aldrich 
Química S.A., Madrid, España),  y después se incubaron en la misma solución conteniendo 
CaCl2 1 mM, EDTA 2 mM y 18 U/ml de papaína (Worthington, Lakewood, NJ, EE.UU.) 
durante 20 min a 37º C. Tras esta incubación, los fragmentos de tejido se lavaron dos veces 
con medio de siembra [MEM (Gibco, Paisley, Reino Unido) suplementado con transferrina 
0,1 mg/ml (Calbiochem, Darmstadt, Alemania), insulina 2,5 µg/ml (Sigma), L-glutamina 2 
mM (Sigma), solución antibiótica-antimicótica (Sigma) al 1% (v/v) y suero fetal bovino 
(PAA, Pasching, Austria) al 10% (v/v)]. Posteriormente, los hipocampos se dispersaron 
mecánicamente en 2 ml de medio de siembra mediante pipeteo suave durante 1 min, tras lo 
cual, los fragmentos de tejido no dispersados se eliminaron mediante el filtrado de la 
suspensión celular a través de una malla de nylon de 70 µm de diámetro de poro (BD 
Biosciences, Erembodegem, Bélgica). Finalmente, se determinó el rendimiento y la viabilidad 
celular de la suspensión celular obtenida mediante el test de exclusión de azul tripán en una 
cámara de Neubauer (Blaubrand, Wertheim, Alemania). 
 Para llevar a cabo los estudios inmunocitoquímicos, las células fueron sembradas 
sobre cubreobjetos de vidrio tratados con Matrigel (BD Biosciences) al 2% (v/v) a una 
densidad de 40.000 células/cm2 en medio de siembra. Tras tras dos días de cultivo, el medio 




mg/ml, insulina 2,5 µg/ml, L-glutamina 2 mM, solución antibiótica-antimicótica al 1% (v/v), 
suero fetal bovino al 5% (v/v), B-27 (Gibco) al 2% (v/v) y ara-C 2 µM (Sigma)] y las células 
se cultivaron durante 12-15 días adicionales. 
3.1.3. Cultivo de líneas celulares. 
Se han utilizado dos líneas celulares: PC12 (células de feocromocitoma de rata) 
cedidas por el Dr. Eduardo Muñoz-Blanco, de la sección de Inmunología del Departamento 
de Biología Celular, Fisiología e Inmunología de la Universidad de Córdoba, y HEK-293 T 
(células de riñón embrionario humano), amablemente cedidas por el Dr. Ramón Trullas Oliva 
del Instituto de Investigaciones Biomédicas August Pi i Sunyer (Barcelona). 
La línea celular PC12 fue cultivada en medio DMEM conteniendo glucosa 4,5 g/l y 
suplementado con L-glutamina 2 mM, solución antibiótica-antimicótica al 1% (v/v), suero 
fetal bovino al 5% (v/v) y suero de caballo (Gibco) al 10%. Las células HEK-293 T fueron 
cultivadas en medio DMEM conteniendo glucosa 4,5 g/l y suplementado con L-glutamina 2 
mM, solución antibiótica-antimicótica al 1% (v/v) y suero fetal bovino al 10% (v/v).  
Los cultivos de mantenimiento de las dos líneas celulares se realizaron en botellas de 
cultivo de 75 cm2 (TPP, Trasadingen, Suiza) y se despegaron (una vez a la semana en el caso 
de las células PC12 y dos veces por semana en el caso de la línea HEK-293 T) utilizando una 
solución comercial conteniendo tripsina 0,5 g/l y EDTA 0,2 g/l (Sigma). Las células así 
obtenidas se sembraron en diferentes soportes según la finalidad del experimento en cuestión. 
Así, las células utilizadas para microscopía de fluorescencia se sembraron sobre cubreobjetos 
de vidrio de 12 mm de diámetro tratados con poli-L-lisina 100 µg/ml (Sigma) colocados en 
placas de 24 pocillos (TPP) a una densidad de 25.000 células/cm2, mientras que las células 
utilizadas para obtener extractos de ARN o proteicos se sembraron en placas de 6 pocillos 
(TPP) a una densidad de 150.000 células/pocillo.  
En algunos experimentos, las células PC12 se diferenciaron hacia el fenotipo neuronal. 
Para ello, las células se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio de 25 mm de diámetro 
tratados con poli-L-lisina 100 µg/ml en placas de 6 pocillos. Las células se sembraron a una 
densidad de 50.000 células/pocillo en 2 ml de medio completo. El día siguiente a la siembra, 
se retiró el medio completo y se añadieron 1,5 ml/pocillo de medio de diferenciación [DMEM 
conteniendo glucosa 4,5 g/l y suplementado con L-glutamina 2 mM, solución 




neuronal 100 ng/ml (7S NGF, Chemicon, Temecula, CA, EE.UU.)]. Las células se cultivaron 
en estas condiciones durante un tiempo máximo de 4 días, renovando 2/3 del medio de cultivo 
cada 24 horas con medio fresco de diferenciación. En aquellos experimentos en los que la 
exposición de las células PC12 al factor de crecimiento neuronal se realizó durante períodos 
breves de tiempo (de 0 a 120 minutos), las células PC12 fueron sometidas a un pre-
tratamiento de 4 horas con medio de diferenciación sin NGF y, transcurrido este tiempo, se 
retiró el medio y las células fueron entonces incubadas en presencia de NGF 100 ng/ml 









3.2.1. Diseño de oligonucleótidos para PCR. 
 Para el diseño de oligonucleótidos se utilizaron los programas Oligo 6.0 (Molecular 
Biology Insights, Cascade, CO, EE.UU.) y el programa en red Primer3 (desarrollado por 
Steve Rozen y Helen Skaletsky y subvencionado por el Instituto Médico Howard Hughes y el 
Instituto Nacional de la Salud). En todos los casos, se eligieron oligonucleótidos altamente 
específicos para la secuencia de interés, evitando los que pudieran formar estructuras 
secundarias muy estables, así como los que presentaban posibles sitios de unión inespecíficos. 
Además, se seleccionaron oligonucleótidos cuya temperatura de alineamiento rondase los 60º 
C. En el caso de las parejas de oligonucleótidos diseñadas para llevar a cabo estudios de 
expresión génica, los dos oligonucleótidos de una misma pareja se diseñaron flanqueando un 
intrón para evitar la amplificación del ADN genómico que pudiera contaminar la muestra. 
3.2.2. Secuenciación. 
 Todas las construcciones generadas en los diferentes vectores de expresión de células 
eucariotas, así como los productos de PCR, fueron secuenciados con los oligonucleótidos 
adecuados en el Servicio Centralizado de Apoyo a la Investigación de la Universidad de 
Córdoba, empleándose el kit ABI PRISMTM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction Kit (Perkin Elmer, Applied Biosystems, Branchburg, NJ, EE.UU.) y un 
secuenciador ABI PRISM TM 310 (Perkin Elmer, Applied Biosystems). 
3.2.3. Análisis general de secuencias. 
Los cromatogramas resultantes de las reacciones de secuenciación fueron analizados 
con la ayuda del programa Chromas 2.11 (Technelysium, Helensvale, Queensland, Australia) 
y las secuencias derivadas de ellos fueron exportadas a formato FASTA y editadas con el 
programa BioEdit (Hall, 1999). Las secuencias se compararon con la base de datos del NCBI 
utilizando las diferentes opciones de BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
3.2.4. Análisis de secuencias aminoacídicas. 
  El análisis de la estructura secundaria y terciaria, así como de los motivos y dominios 
estructurales y funcionales existentes en las secuencias aminoacídicas de NECC2, se 
realizaron utilizando diferentes algoritmos bioinformáticos incluidos en el servidor Expasy 
(http://www.expasy.net/). En concreto, se empleó el algoritmo Coils para predecir la 




algoritmos HMMTOP, SOSUI y TMHMM para determinar la existencia de dominios 
transmembrana y los algoritmos ScanProsite, MotifScan y Pfam en la búsqueda de motivos y 





3.3. Clonación del gen NECC2. 
3.3.1. Obtención de la secuencia codificante completa del gen NECC2 de 
ratón. 
El vector plasmídico que contiene la secuencia codificante completa del gen NECC2 
de ratón (número de acceso Genbank: AK220482), fue proporcionado por el Kazusa DNA 
Research Institute (Japón) (Okazaki, 2005). 
3.3.2. Clonación de secuencias codificantes del gen NECC2 en vectores 
eucariotas. 
Las secuencias codificantes del gen NECC2 murino se reamplificaron mediante PCR 
utilizando una ADN polimerasa de alta fidelidad (Pfu-Ultra) y parejas de oligonucleótidos 
conteniendo sitios de restricción específicos para su clonación en los vectores phrGFP-N1 
(Stratagene) y pCMV-Myc (BD Biosciences), en los que la secuencia reportera (GFP o cMyc) 
queda fusionada al extremo amino-terminal de la proteína a estudiar, en los vectores phrGFP-
C (Stratagene) y pcDNA3.1-cMyc-6HIS (Invitrogen), en los que la secuencia reportera (GFP 
o cMyc) queda fusionada al extremo carboxilo-terminal de la proteína a estudiar, y en el 
vector pcDNA3, el cual no contiene ninguna secuencia reportera (Tabla 1). Además de los 
vectores utilizados para expresar la secuencia codificante completa del gen NECC2 murino, 
se preparó una serie de vectores para expresar ciertas formas truncadas del gen asociadas al 
epítopo cMyc. Para ello se utilizó la misma estrategia basada en el uso de oligonucleótidos 
conteniendo sitios de restricción específicos (pCMV-Myc-mNECC2 -CDS parciales- en la 
Tabla 1). Dichas formas truncadas consistieron en las deleciones seriadas del extremo 








Tabla 1: Oligonucleótidos empleados para la clonación de las secuencias codificantes del gen  
NECC2 murino en vectores de expresión.  
Nombre Secuencia (5´-3´, sitio de restricción) Vector de expresión generado 
SalI-ATG-m4091 TCAGTCGACACCATGTCAAAGAAGGGTGC phrGFP-N1 
mNECC2 (CDS completa) SacII-FIN-m4091 ATACCGCGGGTTCAGTGTGCCAAGAACAG 
SalI-ATG-m4091 TCAGTCGACCATGTCAAAGAAGGGTGCAG pCMV-Myc 
mNECC2 (CDS completa) KpnI-FIN-m4091 TCAGGTACCGTTCAGTGTGCCAAGAACAG 
ADC0814 CGAATCGATCCACCATGTCAAAGAAGGGTGCAG phrGFP-C 
mNECC2 (CDS completa) ADC0704 CGAGTCGACTGACCAGAGAATGAAAGCTAG 
ADC0705 CGAGCGGCCGCATGTCAAAGAAGGGTGCAG pcDNA 3.1 cMyc-6HIS 
mNECC2 (CDS completa) ADC0706 CGAGGTACCATGACCAGAGAATGAAAGCTAG 
ADC0902 CGAGGTACCCCACCATGGCATCAATGCAGAAGCTG pcDNA3 
mNECC2 (CDS completa) ADC0903 CGAGCGGCCGCCTATGACCAGAGAATGAAAGCTAG 
ADC0909 CGAGCGGCCGCTCACTCCTTTATTTGCCTCTTCTG 
pCMV-Myc 
mNECC2 (CDS parciales) ADC0918 CGAGCGGCCGCTCACATTTCTATGTTCTCCTGAG 
ADC1001 CGAGCGGCCGCTCACTGTTCAGGGCTTCCTGAGTG 
ADC0701 CGAATCGATCATGTCAAAGAAGGGTGCAG pWPT-GFP 
mNECC2 (CDS parciales) ADC0702 CGAACGCGTAATGACCAGAGAATGAAAGCTAG 
Todos los plásmidos recombinantes fueron secuenciados para confirmar la secuencia 
del inserto y la existencia de una única fase abierta de lectura entre la proteína reportera y la 
proteína de interés. 
3.3.3. Clonación de secuencias codificantes del gen NECC2 en vectores 
lentivirales. 
De manera complementaria al uso de vectores plasmídicos de expresión, en este 
trabajo hemos utilizado vectores derivados de lentivirus para expresar la secuencia codificante 
completa del gen NECC2 murino asociado al gen reportero GFP. Para ello se utilizó la misma 
estrategia basada en el uso de oligonucleótidos conteniendo sitios de restricción específicos 
(pWPT-GFP-NECC2 -CDS completa- en la Tabla 1). Los vectores lentivirales utilizados en 
este trabajo están basados en el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1). Así, la 
proteína del núcleo vírico y los componentes enzimáticos proceden del VIH-1, mientras que 
la envuelta de las partículas víricas deriva de un virus diferente, el virus de la estomatitis 
vesicular, por su elevada estabilidad y al amplio tropismo de la misma (Zufferey et al., 1998; 




expresión fueron generadas mediante la coexpresión de los elementos que permiten el 
empaquetamiento del virión junto con el genoma vírico en una línea celular que actúa como 
productora, en este caso la línea HEK-293 T. En concreto, para producir los vectores 
lentivirales son necesarios tres componentes, que se introducen en la línea celular productora 
en forma de vectores plasmídicos: el llamado vector, correspondiente al plásmido pWPT-
GFP, generado para sobreexpresar una proteína de interés, el sistema de empaquetamiento 
contenido en el plásmido psPAX2 y la envuelta codificada por el plásmido pMD2G (Zufferey 
et al., 1998; Wiznerowicz y Trono, 2005). Estos tres vectores plasmídicos fueron 
proporcionados por el Dr. Didier Trono (EPFL, Lausanne, Suiza). 
3.3.3.1. Producción y titulación de partículas lentivirales. 
 Para la producción de los vectores lentivirales en concreto, se sembraron 1,5 x 106 
células HEK-293 T en una placa de cultivo de 10 cm de diámetro en 10 ml de medio de 
cultivo. Dos días después de la siembra, el medio de cultivo se cambió por 10 ml de medio 
fresco y las células se co-transfectaron con 16 µg del plásmido pWPT-GFP, 12 µg del 
plásmido psPAX2 y 4,8 µg del plásmido pMD2G junto con 40 µl del reactivo Lipofectamine 
2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Dos días después de la transfección, el medio de 
cultivo conteniendo las partículas víricas se recogió y se centrifugó a 200 x g durante 5 min a 
4º C para eliminar las células no adheridas. Las partículas víricas existentes en el 
sobrenadante se concentraron mediante centrifugación a 120.000 x g durante 2 horas a 4º C en 
un rotor SW28 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EE.UU.). Finalmente, la pella se 
resuspendió en 200 µl de PBS 0,01 M pH 7,4 conteniendo seroalbúmina bovina (BSA) al 1% 
(m/v) y las partículas lentivirales se conservaron a -80º C hasta su titulación. 
 Para llevar a cabo la titulación de una producción de partículas víricas, se utilizó como 
referencia la expresión de la proteína verde fluorescente (GFP) codificada por los vectores 
lentivirales. Así, se sembraron células HEK-293 T en pocillos de una placa de 12 pocillos 
(TPP) a una densidad de 20.000 células/pocillo. El mismo día de la siembra, 10 de los 
pocillos se infectaron con diluciones seriadas (1:2) partiendo de 2 µl de la producción vírica, 
mientras que las células de un pocillo se mantuvieron sin infectar para ser utilizadas como 
control negativo en el proceso de titulación. Cinco días después de la infección, las células de 
cada pocillo se despegaron como se ha descrito previamente, se centrifugaron a 200 x g 
durante 5 min a 4º C, y cada pella se resuspendió en 200 µl de PBS 0,01 M, pH 7,4. 




dilución en un citómetro de flujo (Epics XL, Beckman Coulter). El porcentaje de células 
infectadas así obtenido permite el cálculo del número de células originalmente infectadas (% 
células GFP positivas x 20.000). Para calcular el título vírico se determinó la media de los 
cocientes “número de células infectadas/volumen de la producción vírica utilizada para 
infectar” de aquellos puntos de la dilución seriada que representen incrementos de 
aproximadamente 2 en el porcentaje de células infectadas. Los valores de título vírico 
obtenidos con el protocolo de producción utilizado en este trabajo estuvieron entre 25.000 y 
50.000 partículas víricas/µl. La determinación del título vírico para cada producción de 
partículas virales permite, en última instancia, que la multiplicidad de infección (MOI), es 
decir, el número de partículas virales utilizadas para infectar a cada célula en un cultivo, 
pueda mantenerse invariable entre diferentes producciones de partículas virales ya sean o no 







3.4. Silenciamiento del gen NECC2 mediante ARN interferente. 
 Para reducir la expresión de NECC2, se hizo uso de la metodología del ARN 
interferente (RNAi). Para introducir el mediador molecular del RNAi en las células, se 
utilizaron ARNs pequeños interferentes (siRNA) sintetizados químicamente, los cuales se 
introdujeron en el cultivo mediante transfección o electroporación. 
 Para llevar a cabo el silenciamiento del gen NECC2 de rata en la línea celular PC12 se 
utilizaron cuatro siRNA de síntesis química (ON-TARGET plus siRNA, Dharmacon) (Tabla 
2). 
Tabla 2: siRNA para reducir la expresión de NECC2 empleados en este trabajo. 
Identificación Tipo de siRNA Secuencia diana del siRNA (5´-3´) Posición (CDS rKIAA0555)  
#1 siRNA de síntesis química GTGAGCACGAGCAGCGTAA 182-200 
#2 siRNA de síntesis química CCGACAAGGTGAAGACCGT 383-401 
#3 siRNA de síntesis química GAACAGCAGTTGGACGAAA 850-868 






3.5. Estudios de expresión génica a nivel de ARNm. 
3.5.1. Obtención y retrotranscripción de ARN total. 
El ARN total de líneas celulares se extrajo empleando TRIzol (Invitrogen, Barcelona) 
y siguiendo estrictamente las recomendaciones de los fabricantes. Para eliminar posibles 
trazas de ADN genómico, el ARN total extraído fue posteriormente tratado durante 30 min a 
37º C con la enzima ADNasa I (Sigma).  
La retrotranscripción del ARN tratado se realizó utilizando la transcriptasa reversa M-
MuLV (Fermentas; Ontario, Canadá) sobre una cantidad de ARN total de partida de 2 µg. La 
retrotranscripción se llevo a cabo con hexanucleótidos de secuencia aleatoria (200 
ng/reacción) siguiendo las instrucciones del proveedor comercial. 
3.5.2. PCR cuantitativa en tiempo real. 
Para el análisis cuantitativo mediante PCR en tiempo real de la expresión del gen 
NECC2 en muestras de rata, se utilizó un termociclador iCycler IQ. Las reacciones de PCR se 
realizaron por duplicado en un volumen final de 25 µl conteniendo 100 ng de ADNc como 
molde, 200 pmoles de cada oligonucleótido cebador y 12,5 µl de IQ SYBR Green supermix 
2x (Bio-Rad). Se utilizó la pareja de oligonucleótidos detallada en la Tabla 3 y los cebadores 
para amplificar HPRT que aparecen en la misma tabla. 
Tabla 3: Oligonucleótidos utilizados en los estudios de PCR cuantitativa a tiempo real. 












La amplificación de los diferentes genes se llevó a cabo siguiendo un programa que 
consistió en un primer paso de desnaturalización a 94º C durante 2 min seguido por 40 ciclos 
de amplificación formados por un paso de desnaturalización a 94º C durante 15 seg, 




amplificación se realizó una curva de fusión para asegurar la especificidad de los productos 
amplificados.  
El cálculo de la expresión génica se realizó usando los valores de “ciclo umbral” (Ct) 
proporcionados por el termociclador, mediante la ecuación e–∆∆Ct, donde e es la eficiencia de 
amplificación de cada gen, que fue cercana a 1 en todos los casos, y ∆Ct se determinó 
restando el valor de Ct de la amplificación de HPRT del valor de Ct específico de cada gen de 
interés. Finalmente, el valor ∆∆Ct se calculó restando el ∆Ct de cada muestra problema al 





3.6. Obtención de un anticuerpo contra la proteína NECC2. 
 Para caracterizar la proteína codificada por el gen NECC2, se llevó a cabo la 
producción de un anticuerpo policlonal contra dicha proteína. Para ello, se seleccionó un 
péptido de la secuencia aminoacídica codificada por el gen NECC2 murino. Como criterio de 
selección se utilizó el grado de homología con otras proteínas, de modo que el péptido 
seleccionado fue altamente conservado entre la secuencia aminoacídica de la proteína NECC2 
de vertebrados, pero no presentando un grado significativo de homología con otras proteínas. 
Así, se sintetizó el péptido 2- SKKGAGSRAKGDKAE -17, donde los números representan 
las posiciones en la secuencia aminoacídica de la proteína NECC2 murina. Este péptido fue 
conjugado a la proteína KLH (keyhole limpet hemocyanine) por medio de un residuo de 
cisteína añadido al extremo amino-terminal del péptido. Posteriormente, se prepararon 
emulsiones de los péptidos conjugados con coadyuvante completo de Freund que se utilizaron 
para inyectar dos conejos por vía subcutánea. Tras la inmunización, se realizó el sangrado de 
los animales y la obtención de los sueros inmunorreactivos. Los antisueros fueron 
identificados como #330C y #331C. 
 La especificidad de la señal generada por el anticuerpo anti-NECC2, tanto a nivel de 
western blotting como de inmunocitoquímica, se determinó pre-incubando el antisuero con el 
péptido correspondiente a una concentración de 10-5 M durante toda la noche a 4º C. Además, 
se comprobó que no existiera inmunorreactividad cruzada del antisuero anti-NECC2 para la 





3.7. Estudios bioquímicos mediante western blotting. 
3.7.1. Obtención de extractos proteicos. 
 Para el análisis de proteínas mediante western blotting se obtuvieron extractos 
proteicos de tejidos y de cultivos celulares utilizando tampón de extracción RIPA [Tris-HCl 
50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Tritón X-100 1% (v/v), deoxicolato sódico 1% (m/v), 
SDS 0,1% (m/v), pH 7,4] suplementado con inhibidores de proteasas (PMSF 0,1 mM, 
quimostatina 5 µg/ml, leupeptina 5 µg/ml, antipaina 5 µg/ml, pepstatina A 5 µg/ml). Los 
cultivos celulares se lavaron dos veces con PBS 0,01 M pH 7,4 para eliminar restos de medio 
de cultivo y las células se rasparon en un volumen adecuado de tampón de extracción (entre 
50 y 100 µl). Posteriormente, los homogenados se incubaron durante 30 min en hielo y se 
sometieron a sonicación durante 2 min. Finalmente, los homogenados se centrifugaron a 
9.000 x g durante 5 min a 4º C para eliminar restos tisulares o celulares y los sobrenadantes se 
conservaron a -80º C hasta su análisis. Todos los lavados e incubaciones se realizaron sobre 
hielo para minimizar la degradación de las proteínas. Para los estudios funcionales de 
respuesta intracelular, los extractos proteicos se obtuvieron utilizando el tampón de extracción 
SDS-DTT [Tris-HCl 62,5 mM, DTT 100 mM, SDS 2% (m/v), Glicerol 20% (v/v), pH 7,6]. 
En estos casos, los cultivos celulares se lavaron dos veces con PBS 0,01 M, pH 7,4, para 
eliminar restos de medio de cultivo, y se recogieron directamente en 150 µl de tampón SDS-
DTT a 65º C. Finalmente, estos extractos proteicos totales se sometieron a tres pulsos de 
sonicación y se conservaron a -80º C hasta su análisis. 
3.7.1.1. Análisis de la dimerización de NECC2 
Para analizar si NECC2 está presente en células PC12 en forma de dímeros o 
formando estructuras oligómericas de mayor orden, se adaptó el método descrito por Chiu y 
colaboradores basado en la estabilización de enlaces proteicos de un extracto mediante la 
incubación con el agente estabilizador bis-maleimido-hexano (BMH, Thermo Scientific, 
Illinois, EEUU). El tratamiento con este agente provoca la conversión reversible de los grupos 
sulfhidrilos en grupos maleimidos, resultando así en la formación de uniones estables de tipo 
tioeter que no pueden ser disociados por agentes reductores o en las condiciones fisiológicas 
del tampón de lisis (Chiu et al., 2008). Para llevar a cabo este estudio, células PC12 crecidas a 
confluencia en placas de 15 cm de diámetro se rasparon en 0,5 ml de tampón de lisis 
(Sacarosa 250 mM, HEPES 4 mM, EDTA 1,5 mM, pH 7,4) conteniendo inhibidores de 




homogeneización se completó haciendo pasar el lisado 20 veces a través de una aguja 25-G. 
Los núcleos y las células no lisadas se eliminaron mediante centrifugación a 800 x g durante 
10 min a 4 ºC. El sobrenadante post-nuclear así obtenido (fracción PNS) se incubó durante 2 
horas a 4º C en ausencia y en presencia del agente estabilizador BMH 0,2 y 2 mM. Tras el 
tratamiento, el extracto se incubó 15 min a temperatura ambiente con L-Cisteína 25 mM 
(Sigma) para inactivar la reacción, y la presencia de estructuras diméricas u oligoméricas fue 
posteriormente analizada mediante western blotting. 
3.7.1.2. Fraccionamiento proteico mediante centrifugación.  
 Para el aislamiento de las fracciones celulares citosólica y de membrana, se adaptó el 
método descrito por Yang y colaboradores basado en la centrifugación a equilibrio de 
gradientes continuos de sacarosa (Yang et al., 2001). Así, células PC12 crecidas a confluencia 
en placas de 10 cm de diámetro se rasparon en 1,5 ml de tampón de lisis (Sacarosa 250 mM, 
HEPES 4 mM, EDTA 1,5 mM, pH 7,4) conteniendo inhibidores de proteasas, y se lisaron en 
un homogeneizador vidrio-vidrio durante 30 seg. La homogeneización se completó haciendo 
pasar el lisado 20 veces a través de una aguja 25-G. Los núcleos y las células no lisadas se 
eliminaron mediante centrifugación a 800 x g durante 10 min a 4 ºC. La pella resultante se 
resuspendió en 1,5 ml de tampón de lisis y se volvió a centrifugar en las mismas condiciones. 
A continuación, los sobrenadantes de las dos centrifugaciones se juntaron y se centrifugaron a 
1.000 x g durante 10 min a 4º C. El sobrenadante post-nuclear así obtenido (fracción PNS) se 
centrifugó a 165.000 x g durante 2 horas a 4º C en un rotor SW60 (Beckman Coulter) para 
obtener la fracción cruda de membrana en la pella (fracción P165) y la fracción citosólica en 
el sobrenadante (fracción S165). La pella fue resuspendida en 150 µl de tampón de lisis y la 
distribución de las distintas proteínas en las tres fracciones (PNS, S165 y P165) fue analizada 
mediante western blotting utilizando 50 µg de proteína para cada una de las fracciones. 
3.7.1.3. Aislamiento de caveolas mediante fraccionamiento proteico en 
gradiente discontínuo de sacarosa. 
Para el aislamiento de caveolas, se adaptó el método descrito por Peiró y 
colaboradores basado en la centrifugación de un extracto celular, obtenido en un tampón 
“libre de detergentes”, en un gradiente discontinuo de sacarosa (Peiro et al., 2000). Así, las 
células PC12 crecidas a confluencia en placas de 15 cm de diámetro se rasparon en 0,5 ml de 
tampón de lisis (500 mM carbonato sódico, pH 11.0) conteniendo inhibidores de proteasas. El 




través de una aguja 25-G. Posteriormente, el homogenado se ajustó a una concentración de 
45% de sacarosa mediante la adición de 0,5 ml de una solución de sacarosa al 90% preparada 
en tampón MBS [25 mM MES, pH 6.5, 0.15 M NaCl]. El homogenado se situó en el fondo de 
un tubo de ultracentrífuga y sobre él se generó un gradiente discontínuo de sacarosa 5-35% 
mediante la adición de 2,4 ml de una solución de sacarosa al 35% y 0,6 ml de una solución  de 
sacarosa al 5%, ambas preparadas en tampón MBS conteniendo 250 mM de carbonato sódico. 
El gradiente discontinuo obtenido (5-35-45 %) se centrifugó a 30.000 rpm durante 4 horas a 
4º C en un rotor SW60 (Beckman Coulter), y se recogieron nueve fracciones de 450 µl desde 
la parte superior del gradiente. En algunos experimentos, las  proteínas de cada fracción 
fueron precipitadas mediante el método cloroformo/metanol, y los precipitados fueron 
resuspendidos en 40 µl de tampón de carga 1,5x. La distribución de las distintas proteínas en 
las nueve fracciones (F1 a F9) obtenidas fue analizada mediante western blotting. 
3.7.1.4. Precipitación de proteínas mediante el método Cloroformo/Metanol 
 La precipitación de proteínas mediante el método cloroformo/metanol, utilizada en 
diferentes experimentos, permite la eliminación de restos de sales y detergentes de la muestra. 
Para ello, y por cada 100 µl de muestra, se añaden por orden sucesivo 400 µl de metanol,  100 
µl de cloroformo y 300 µl de agua, mezclando siempre mediante vortex tras cada paso. La 
mezcla se centrifuga durante 1 minuto a 14.000 g y se elimina la capa acuosa superior. 
Posteriormente se añade de nuevo 400 µl de metanol y se centrifuga 2 minutos a 14.000 g. 
Finalmente se eliminan los restos de metanol y se deja secar la pella a temperatura ambiente. 
La pella se resuspende en 40 µl de tampón de carga 1,5x para su posterior análisis por western 
blotting. 
3.7.2. Electroforesis desnaturalizante y electrotransferencia. 
 Tras la obtención de los diferentes extractos y fracciones proteicas, se determinó la 
concentración de proteína total en los mismos por el método de Bradford (Bradford M., 
1976), mezclando 50 µl de NaOH 50 mM con 2 µl de muestra y 1 ml del reactivo de 
Bradford. Tras 10 minutos de incubación a temperatura ambiente y en oscuridad, se 
determinó el valor de densidad óptica (DO) a 590 nm mediante espectrofotometría. La 
cantidad total de proteína del extracto se determinó utilizando este valor en una recta patrón. 
Posteriormente, las muestras se prepararon para su separación electroforética mezclando 




mM, SDS 7,5 % (m/v), EDTA 10 mM, sacarosa 50% (m/v), β-mercaptoetanol 5% (v/v), DTT 
250 mM, azul de bromofenol 5 mg/ml, pH 6,8], se hirvieron durante 5-10 min para 
desnaturalizar las proteínas de la muestra y, finalmente, se centrifugaron a 8.000 x g durante 5 
min a 4º C para eliminar restos insolubles. Una vez preparado el extracto proteico, en torno a 
75 µg de proteína se sometieron a electroforesis desnaturalizante en un gel de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) utilizando el sistema de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad). 
Dependiendo del peso molecular de la proteína a estudiar, la electroforesis se realizó en un gel 
con un porcentaje de poliacrilamida del 7,5, 10 o 12,5%. La migración se llevó a cabo a un 
voltaje constante de 120 V hasta que el frente de migración llegó al final del gel. Una vez 
finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa 
(BioTrace NT, Pall Corp., Pensacola, FL, EE.UU.). La transferencia transcurrió a un voltaje 
constante de 100 V durante 1 hora y con recirculación continua del tampón de transferencia 
[Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS al 0,2% (m/v), metanol al 20% (v/v)]. A continuación, la 
membrana de nitrocelulosa se tiñó con Rojo Ponceau [Ponceau S al 0,1% (m/v) en ácido 
acético al 1% (v/v)] durante 5 min para comprobar que la transferencia había sido correcta y 
para visualizar el conjunto de bandas. 
3.7.3. Inmunodetección y análisis densitométrico. 
 Las membranas fueron desteñidas y bloqueadas durante 1 hora con tampón de bloqueo 
[TBS (Tris-HCl 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5), Tween-20 al 0,05% (v/v) y leche desnatada 
en polvo al 5% (m/v)]. Después, se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente 
diluido en tampón de bloqueo durante toda la noche a 4º C. Las características de los 
diferentes anticuerpos primarios utilizados se indican en la Tabla 4. A continuación, las 
membranas se lavaron tres veces durante 15 min con tampón de lavado [TBS conteniendo 
Tween-20 al 0,05% (v/v)] y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con 
peroxidasa de rábano (Sigma) y diluido en tampón de bloqueo. Finalmente, las membranas se 
lavaron tres veces con tampón de lavado durante 15 min y dos veces con TBS durante 5 min. 
El revelado de la peroxidasa se realizó con un kit basado en quimioluminiscencia (ECL-Plus, 
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Reino Unido) y películas auto-radiográficas (BioMax 





Tabla 4: Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de western blotting. 
Nombre Origen Dilución Proporcionado por 
Anti-NECC2 Conejo Suero: 1:1.000 Este estudio 
Anti-GM130 Ratón 1:1.000 BD Biosciences 
Anti-EEA1 Ratón 1:1.000 BD Biosciences 
Anti-cMyc Ratón 1:1.000 AbD Serotec (Oxford, Reino Unido) 
Anti-β-actina Ratón 1:50.000 Sigma 
Anti-Caveolina-1 Conejo 1:1.000 Sigma 
Anti-ERK2 (C-14) Conejo 1:1.000 Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Alemania) 
Anti-p44/42 MAPK 
(Thr202/Tyr204) Conejo 1:1.000 
Cell Signaling Technology (Massachusetts, 
EEUU) 
Anti-Akt Conejo 1:1.000 Cell Signaling Technology 
Anti-pAkt (Ser473) Conejo 1:1.000 Cell Signaling Technology 
Tras el revelado, las películas se escanearon y las imágenes obtenidas fueron 
procesadas con el programa Adobe PhotoshopCS 8.0.1. En los casos en los que se llevó a 
cabo un análisis cuantitativo de las bandas inmunorreactivas, se determinó la densidad óptica 
de las mismas utilizando el programa ImageJ 1.40g. Para normalizar la carga de proteína en 
las diferentes calles, se realizó la inmunotinción contra β-actina, y la densidad óptica para la 
proteína de interés se refirió a aquella de la β-actina. En aquellos casos en los que la 
normalización con β-actina no se pudo realizar, ésta se llevo a cabo en relación con la 





3.8. Transfección, electroporación, e infección de cultivos 
celulares. 
3.8.1. Transfección transitoria de líneas celulares. 
La introducción de vectores plasmídicos de expresión en líneas celulares en cultivo se 
llevó a cabo mediante transfección con el reactivo Lipofectamine 2000 siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Las células se transfectaron 2 ó 3 días después de su siembra, 
cuando el cultivo alcanzó una densidad aproximada del 60%. Dependiendo del tipo de 
estudio, se utilizaron diferentes cantidades de ADN plasmídico. Así, las células cultivadas 
para realizar estudios de distribución intracelular mediante microscopía de fluorescencia, se 
transfectaron con 800 ng de ADN plasmídico y 3 µl de Lipofectamine 2000 por cada pocillo. 
Por su parte, las células cultivadas para obtener extractos de ARN o proteicos, se 
transfectaron con 1,5 µg de ADN plásmidico y 5 µl de Lipofectamine 2000 por cada pocillo. 
La transfección se realizó en medio OptiMEM I (Gibco) durante 5 horas. Transcurrido este 
tiempo, se retiró el medio de transfección y se añadió medio de cultivo fresco. Tras la 
transfección, las células se cultivaron durante 2 ó 3 días adicionales. 
3.8.2. Electroporación de líneas celulares. 
La introducción de los siRNA de síntesis química en la línea celular PC12 se llevó a 
cabo mediante la electroporación del cultivo en cubetas de 2 mm de grosor (BioRad) 
utilizando un Gene Pulser Xcell (Bio-Rad). La electroporación se realizó en un volumen final 
de 100 µl de medio D-PBS (casa), conteniendo en cada cubeta 3 nmoles de siRNA por cada 
2,5 x 106 células. Los parámetros de electroporación utilizados consistieron en un voltaje de 
0,11 Kv y 500 µF de capacitancia. Tras la electroporación, las células fueron resuspendidas en 
1 ml de medio completo y cultivadas durante tres días adicionales para cuantificar los niveles 
de expresión de NECC2. En el caso de los experimentos en los que se llevó a cabo la 
diferenciación celular, las células fueron co-electroporadas con 3 nmoles de siRNA y 20 µg 
del vector plasmídico phr-GFP N1, el cuál nos permitió identificar las células electroporadas 
por medio de la proteína fluorescente GFP. En estos ensayos, las células fueron tratadas con 
NGF durante cuatro días a partir del segundo día de la co- electroporación. 
3.8.3. Infección de células PC12 con vectores lentivirales. 
En los experimentos en los que la sobreexpresión del gen NECC2 se llevó a cabo 




de su siembra con una multiplicidad de infección (MOI) de 5. Esto supone que la infección se 
realiza con un número de partículas víricas que quintuplica el número de células en cultivo. 






3.9. Estudios de localización intracelular mediante microscopía de 
fluorescencia. 
 La distribución intracelular de la proteína NECC2 en células PC12 en cultivo se 
estudió mediante microscopía confocal de fluorescencia. Para el estudio de localización de la 
proteína NECC2 expresada exógenamente, las células se transfectaron con vectores de 
expresión codificando a dichas proteínas unidas a una secuencia reportera (Apartado 3.3.2). 
Las células se fijaron con MeOH al 100% a -20º C durante 10 min o con paraformaldehído al 
4% (m/v) a temperatura ambiente en tampón PBS [PBS 0,01M pH 7,4] durante 15 min. 
Posteriormente, las células se lavaron tres veces con tampón PBS y se incubaron con tampón 
de bloqueo durante 1 hora [PBS conteniendo Tritón X-100 al 0,3% (v/v) y BSA al 1% (m/v) 
para las células fijadas en paraformaldehído y PBS conteniendo Tritón X-100 al 0,1% (v/v) y 
Glicina 5 mM (m/v) para las células fijadas en metanol]. A continuación, las células se 
incubaron con el anticuerpo primario diluido en tampón de bloqueo durante toda la noche a 4º 
C. En la Tabla 5 se indican los diferentes anticuerpos primarios utilizados para 
inmunocitoquímica. El exceso de anticuerpo primario no unido fue eliminado mediante tres 
lavados con tampón PBS, tras lo que las células se incubaron con el anticuerpo secundario 
apropiado conjugado con el fluorocromo Alexa 488 ó 594 (Molecular Probes, Eugene, OR, 
EE.UU.) durante 2 horas. Finalmente, las células se lavaron otras tres veces con tampón PBS 
y el cubreobjetos conteniendo las células inmunoteñidas se montó sobre un portaobjetos 
utilizando un medio de montaje conteniendo DAPI para marcar los núcleos [Tris-HCl 0,1 M, 
glicerol al 70% (v/v), n-propilgalato al 2% (m/v), DAPI 1 µg/ml (Sigma), pH 9]. En aquellos 
casos en los que únicamente se analizó la distribución de una proteína expresada 
exógenamente y unida a GFP, el protocolo de preparación de las muestras terminó tras la 
fijación. 
 En algunos estudios de localización se han utilizado marcadores de compartimentos 
intracelulares codificados por vectores que previamente habían sido introducidos en las 
células mediante transfección. En concreto, estos vectores son: p390 (pcDNA-HA-TrkA) 
proporcionado por el Dr. Ramón Trullas (Instituto de Investigaciones Biomédicas August Pi i 
Sunyer, Barcelona, España), y pCav1 (pcDNA-Caveolina-1) proporcionado por el Dr. Bice 
Chini (Instituto de Neurociencia CNR, Milan, Italia). Adicionalmente, en algunos estudios de 




(Calbiochem) 5µM durante 30 minutos o con nocodazol (Sigma) 10 µM durante 1 hora antes 
de su fijación. 
 Las preparaciones fueron examinadas mediante microscopía confocal de fluorescencia 
utilizando un equipo Leica TCS-SP2-AOBS (Leica Corp., Heidelberg, Alemania). Para la 
adquisición de la señal del flourocromo Alexa488 y de la GFP, la muestra fue excitada a 488 
nm y se adquirió la fluorescencia emitida entre 500 y 550 nm. En el caso del fluorocromo 
Alexa594, la excitación se realizó a 594 nm y se recogió la emisión entre 610 y 700 nm. En el 
caso de la proteína fluorescente CFP, la excitación de realizó a 458 nm y se recogió la 
emisión entre 470 y 530 nm. Dependiendo de la localización de la señal fluorescente y del 
tamaño celular, se adquirieron de 1 a 15 planos confocales por cada canal. Las imágenes así 
obtenidas se procesaron y analizaron utilizando el programa ImageJ 1.40g. 
Tabla 5: Anticuerpos primarios utilizados en los estudios de inmunocitoquímica. 
Nombre Origen Dilución Proporcionado por 
Anti-NECC2 Conejo Suero: 1:1.000 Este estudio 
Anti-GM130 Ratón 1:2.000 BD Biosciences 
Anti-KDELr Ratón 1:250 Stressgen (Ann Arbor, MI, EE.UU.) 
Anti-Sintaxina 6 Ratón 1:250 BD Biosciences 
Anti-EM66 Conejo 1:1.000 Dr. Y. Anouar (Universidad de Rouen, Francia). 
Anti-EEA1 Ratón 1:500 BD Biosciences 
Anti-Rab7 Conejo 1:50 Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Alemania) 
Anti-VAMP2 Ratón 1:500 Synaptic System (Goettingen, Alemania) 
Anti-Sinaptofisina Ratón 1:2.000 Sigma 
Anti-cMyc Ratón 1:500 AbD Serotec 
Anti-Caveolina-1 Ratón 1:250 BD Biosciences 
Anti-Caveolina-1 Conejo 1:250 Sigma 
Anti-TrkA Conejo 1:100 Millipore (Massachusetts, EEUU) 
Anti-TrkA Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-HA Ratón 1:100 Dr.Peinado (Univ. Oviedo, España) 




3.10. Estudios funcionales. 
 Uno de los objetivos de este trabajo fue investigar la posible función de la proteína 
NECC2 en relación con el proceso de diferenciación celular en células (neuro)endocrinas. 
Para ello, se analizó el efecto de la modificación de la expresión del gen NECC2 sobre 
diferentes parámetros celulares (bioquímicos y morfológicos) indicadores del proceso de 
diferenciación celular, inducido en células PC12 por la exposición al factor de crecimiento 
neuronal. 
3.10.1. Análisis del papel de NECC2 sobre la señalización intracelular en 
células PC12 en respuesta a NGF. 
 Para analizar la respuesta intracelular en células PC12 generada por la activación del 
receptor de neurotrofinas TrkA en respuesta al ligando NGF, se evaluaron los niveles de 
fosforilación de las moléculas implicadas en la ruta clásica de señalización asociada a este 
receptor (Arevalo y Wu, 2006). Concretamente, en el presente estudio se analizaron estos 
niveles de fosforilación en células en las que la expresión de NECC2 había sido modificada 
mediante sobreexpresión o silenciamiento. Para ello, se utilizaron los vectores de expresión 
plasmídicos y los siRNA de síntesis química previamente descritos. Las células transfectadas 
o electroporadas con estas moléculas se distinguieron de otras células en el mismo cultivo por 
medio del uso del epitopo cMyc o de la proteína fluorescente GFP como reporteros de la 
transfección o electroporación respectivamente. 
El análisis de activación de estas moléculas se llevó a cabo siguiendo el método 
descrito por Nishio et al. (2004). Concretamente, para los experimentos de sobreexpresión, las 
células PC12 fueron transfectadas en botellas de cultivo de 25 cm2 y, 2 días después de la 
transfección, fueron sembradas sobre placas de 12 pocillos a una densidad de 100.000 
células/pocillo. Los vectores utilizados en estos experimentos fueron los vectores pCMV-
cMyc-NECC2 para incrementar la expresión de NECC2 y el vector pCMV-cMyc como 
control negativo. En los experimentos de silenciamiento, las células fueron electroporadas 
según los parámetros descritos previamente (Apartado 3.8.2), y fueron sembradas sobre 
placas de 12 pocillos a una densidad de 100.000 células/pocillo. Concretamente, se utilizó una 
mezcla de cuatro siRNA específicos de NECC2 para reducir la expresión de NECC2, y una 
mezcla de cuatro secuencias inespecíficas como control negativo. Los cultivos transfectados o 
electroporados fueron sometidos a un pre-tratamiento de 4 horas con medio de diferenciación 




tiempo (0, 5, 30, 60 y 120 minutos) y se obtuvieron los extractos proteicos en tampón SDS-
DTT a 65º C como se ha descrito previamente (Apartado 3.7.1). Como indicador de la 
respuesta intracelular mediada por NGF, se analizaron los niveles de fosforilación de las 
proteínas ERK1/2 y Akt durante los tiempos de estimulación indicados. Para ello se llevó a 
cabo un western blotting utilizando los anticuerpos anti-fosfoERK1/2 y anti-fosfoAkt. Del 
mismo modo, a partir de los mismos extractos, se analizaron la cantidad total de las proteínas 
ERK1/2 y Akt utilizando los anticuerpos anti-ERK1/2 y anti-Akt, normalizando así la carga 
de proteína en las diferentes calles. Finalmente, para obtener una cinética normalizada, los 
valores de densidad óptica obtenidos se refirieron al valor del tiempo inicial (sin estimulación 
con NGF) de las células control. 
3.10.2. Análisis del grado de diferenciación celular. 
Para analizar el grado de diferenciación celular se evaluaron diferentes parámetros 
morfológicos (ej. número y longitud de neuritas, etc) en células PC12 sometidas a tratamiento 
con NGF durante periodos de tiempo prolongados (4 días). Concretamente, en el presente 
estudio se cuantificaron estos parámetros en células en las que la expresión de NECC2 había 
sido modificada mediante sobreexpresión o silenciamiento. Estas células fueron identificadas 
en los cultivos por medio del uso del epitopo cMyc o de la proteína fluorescente GFP como 
reporteros de la sobreexpresión o del silenciamiento, respectivamente. Para analizar el efecto 
de la sobreexpresión de NECC2 sobre la diferenciación, se utilizaron clones de 
sobreexpresión transfectados con el vector pcDNA-cMyc-NECC2, que mantienen la 
expresión de NECC2 incrementada, y clones transfectados con el vector pcDNA3 (i.e. mock) 
como control negativo. Para analizar el efecto del silenciamiento de NECC2 sobre la 
diferenciación, las células PC12 fueron co-electroporadas con una mezcla de 4 secuencias de 
ARN interferente de síntesis química específicos de NECC2 y el vector phr-GFP N1. Como 
control del experimento, las células PC12 fueron co-electroporadas con el vector phr-GFP N1 
y una mezcla de 4 secuencias de ARN interferente inespecíficas. En ambos casos, las células 
fueron sembradas sobre placas de 6 pocillos a una densidad de 50.000 células/pocillo y fueron 
sometidas a tratamiento con NGF 100 ng/ml durante cuatro días como se ha descrito 
previamente (Apartado 3.1.3). Posteriormente, las células fueron fijadas para su análisis, y en 
el caso de los estudios de sobreexpresión, fueron preparadas para la inmunodetección 
mediante fluorescencia del epitopo cMyc por medio del anticuerpo anti-cMyc. Las células se 




Eclipse TE 2000 E (Nikon, Tokio, Japón) acoplado a una cámara Hamamatsu ORCA II BT 
(Hamamatsu City, Japón) controlada con el programa Metamorph (Universal Imaging Corp., 
West Chester, PA, EEUU). Se adquirieron imágenes tanto de fluorescencia, que permitieron 
identificar las moléculas reporteras (cMyc o GFP), como en campo claro, que permitieron 
identificar los márgenes celulares. A partir de estas últimas, se cuantificaron el número y 
longitud de neuritas por célula y la capacidad de ramificación de éstas. Para ello se definió 
como neurita toda aquella protrusión que excediera el diámetro de la célula y como 
prolongación toda extensión de la membrana plasmática que no superara el diámetro celular 
(Laketa et al., 2007). Del mismo modo, se consideró como ramificación toda aquella 
protrusión que emergiera de una neurita independientemente de su longitud. El valor de cada 
medida fue obtenido utilizando el plugin NeuronJ del software ImageJ 1.41g, que ha sido 
diseñado para el trazado semiautomático de neuritas. Para cada grupo experimental se 
midieron al menos 60 células procedentes de entre 3 y 5 experimentos independientes. Los 
parámetros cuantificados fueron número y longitud media de neuritas, número y longitud 
media de prolongaciones, número y longitud media de ramificaciones, número de 





3.11. Análisis estadístico. 
 Los valores que se muestran en las figuras representan la media ± SEM (error estándar 
de la media) de los resultados obtenidos a partir de al menos 3 experimentos independientes 
realizados sobre cultivos celulares separados. En los estudios en los que se compararon 
únicamente dos grupos experimentales, se utilizó una prueba t-Student. En estudios con más 
de dos grupos experimentales, el análisis estadístico se realizó empleando un análisis de 
varianza de una vía (“one way ANOVA”) seguido de la prueba de comparación de rangos 
múltiples de Newman-Keuls. Los análisis se realizaron con el programa GraphPad Prism 4.0 
(Grapad Software, La Jolla, CA, EE.UU.). Las diferencias entre los grupos experimentales se 




























4.1. Caracterización de la secuencia aminoacídica de NECC2. 
La secuencia codificante completa del gen de NECC2 murino fue originalmente 
identificada en un proyecto de aislamiento de ARNm mayores de 1 kb expresados en cerebro 
de ratón y fue denominado mKIAA4091 (número de acceso de GenBank AK220482) 
(Okazaki et al., 2005). A partir de esta secuencia, y utilizando el algoritmo BLAST en las 
bases de datos de ácidos nucleicos, trabajos previos en nuestro laboratorio identificaron las 
secuencias de genes ortólogos en todas aquellas especies de vertebrados cuyos genomas se 
habían secuenciado hasta la fecha (Homo sapiens, Mus musculus, Gallus gallus, etc) (Cruz-
García et al., 2007). Del mismo modo y en el mismo trabajo, se realizó un estudio 
comparativo revelando que la organización exón/intrón para el gen NECC2 está altamente 
conservada entre especies, y que el alineamiento de la secuencia aminoacídica de la proteína 
NECC2 humana presenta un grado de identidad del 94, 88 y 84% con las secuencias de ratón, 
G. gallus y X. tropicalis, respectivamente (Cruz-Garcia et al., 2007). En concreto, el gen 
NECC2 de rata (número de identificación de Ensembl Gene ENSRNOG00000027590) 
contiene 21 exones codificantes y 20 intrones que se extienden 50 kb en la posición 
cromosómica 1q41, los cuales codifican para una proteína de 844 aa con un peso molecular 
esperado de 98,7 kDa y un punto isoeléctrico de 5,47. 
Para comenzar a investigar la función de NECC2 en nuestros modelos, analizamos en 
primer lugar el estudio de los dominios y motivos estructurales y funcionales presentes en la 
secuencia aminoacídica de la proteína NECC2 de rata.  
4.1.1. Análisis de dominios y motivos estructurales 
 El análisis de la estructura proteica de NECC2 así como de los motivos y dominios 
estructurales y funcionales se realizó utilizando diferentes algoritmos bioinformáticos 
incluidos en el servidor Expasy. Así, el uso del algoritmo Coils (Lupas et al., 1991) reveló la 
existencia de 8 regiones en α-hélice de longitud variable con una elevada probabilidad de 
formar estructuras coiled-coil. Por otra parte, el análisis del perfil de hidrofobicidad de la 
secuencia, analizado mediante diferentes programas de predicción (SOSUI, TMpred, 
TMHMM y HMMTOP), mostró la presencia de una región hidrofóbica de 19 aminoácidos 
susceptible de constituir un dominio transmembrana en el extremo carboxilo-terminal de la 
proteína (residuos 825-843 de la secuencia de rata) (Cruz-Garcia et al., 2007). El análisis en 




de unión a caveolina, secuencia determinada por la composición aminoacídica ØXØXXXXØ, 
ØXXXXØXXØ o ØXØXXXXØXXØ,  en la que Ø  corresponde a cualquier aminoácido 
aromático (F,W,Y) y X corresponde a cualquier aminoácido (Okamoto et al., 1998; Gaillard 
et al., 2001). En concreto, la secuencia proteica de NECC2 contiene una secuencia del tipo 
ØXØXXXXØ en los residuos 829 a 836 y otra secuencia del tipo ØXØXXXXØXXØ en los 
residuos 833 a 843. Esta secuencia consenso está presente en todas las proteínas de 
señalización que interaccionan con el dominio de scaffolding de caveolina (Thomas y Smart, 
2008; Parat, 2009). 
Adicionalmente, y como se muestra en la figura 13, la búsqueda de motivos 
aminoacídicos permitió detectar la existencia de 4 dominios CRAC (posiciones aminoacídicas 
418, 433, 505 y 722) de unión a colesterol (Epand, 2006), 5 motivos dileucina (posiciones 
311, 319, 429, 603 y 796), consideradas como señales convencionales de endocitosis para 
otras proteínas (Gordon et al., 2009),  un dominio de cremallera de leucina en los residuos 
302-324, 3 sitios potenciales de fosforilación por tirosina quinasas, incluido un sitio 
específico para Akt (residuos 795 a 800) (Manning y Cantley, 2007), 1 sitio de N-
glicosilación y 6 sitios de N-miristoilación. Adicionalmente, NECC2 contiene en su secuencia 
7 motivos diacídicos DXE (Asp-X-Glu), que en algunos casos se han descrito como motivos 
necesarios para la captura y salida de proteínas desde el retículo endoplásmico hacia el 
aparato de Golgi (Nishimura et al., 1999), y un motivo PXXP, que en otras proteínas actúa 
como secuencia diana reconocida por dominios del tipo SH3 (Src homology 3) (Kaneko et al., 
2008). Este motivo PXXP está presente en varios componentes comunes a diferentes vías de 
señalización como Grb2 y CAP (Arevalo y Wu, 2006; Limpert et al., 2007), así como en 
varias proteínas de señalización implicadas en la reorganización del citoesqueleto (Musacchio 





















Figura 13: Análisis de dominios y motivos estructurales de la proteína NECC2 de rata. En la figura se 
muestran los motivos estructurales y funcionales predichos mediante el uso de diferentes algoritmos 
bioinformáticos incluidos en el servidor Expasy, entre los que destacan las 8 regiones coiled-coil, los 
dominios CRAC de unión a colesterol, la región hidrofóbica y el dominio de unión a caveolina, ambos en 
el extremo carboxilo-terminal. 
 
 
4.1.2. Identificación de sitios de splicing alternativo para el gen NECC2. 
Estudios previos en nuestro laboratorio sobre el ortólogo de NECC2, NECC1, 
identificaron y caracterizaron un segundo transcrito para el gen humano originado mediante 
splicing alternativo del exón 20. Esta segunda isoforma codifica para una proteína que carece 
de la región hidrofóbica en el extremo carboxilo-terminal (residuos 805 a 820) y contiene en 
su lugar una secuencia aminoacídica alternativa (residuos 805 a 810) (Cruz-Garcia et al., 
2007). Por otro lado, en un estudio realizado sobre una librería de cDNA de retina humana, 
Costa y colaboradores revelaron e identificaron hasta 5 transcritos diferentes para el gen 
humano del tercer miembro de esta familia, Jakmip1, originados todos ellos por diferentes 
fenómenos de splicing (Costa et al., 2007). En este contexto, se realizó un estudio sobre la 
secuencia genómica del gen NECC2 de rata utilizando el servidor Ensembl Genome Browser 
(http://www.ensembl.org) para identificar la existencia de otros posibles transcritos que 
pudieran ser originados por mecanismos de splicing. Este análisis permitió identificar otra 
isoforma de ADNc para este gen originada por la ausencia de los exones 12 al 22, codificando 
por tanto para una proteína de 463 aa con un peso molecular esperado de 53,9 kDa y un punto 
isoeléctrico de 8,1. De forma complementaria, la búsqueda más detallada en las bases de datos 
de ácidos nucleicos y la utilización del método de predicción génica GNOMON (NCBI 
eukaryotic gene prediction tool), permitió predecir la existencia de un nuevo transcrito para el 
gen NECC2 de rata que se originaría mediante splicing intra-exónico del exón 22, el cual 












(residuos 825 a 843) de la proteína NECC2 (Figura 14A). De acuerdo con esta propuesta, el 
splicing de este exón codificaría para una proteína sin la región hidrofóbica y con una 
secuencia aminoacídica correspondiente al exón 23 en su extremo carboxilo-terminal, el cual 
contiene un codón de fin de mensaje (Figura 14B). Esta isoforma daría lugar a una proteína 
con 915 aa, con un peso molecular esperado de 106 kDa y un punto isoeléctrico de 5,94, 
proteína a la que a partir de ahora se le hará referencia como NECC2α. 
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Figura 14: Organización genómica y transcritos generados a partir del gen NECC2 de rata. (A) El gen 
NECC2 de rata se representa esquematizado mediante rectángulos (exones) y líneas (intrones). Los exones 
están numerados del 0 al 24. Sobre el esquema del gen, se muestra la estructura y el tamaño de la proteína 
NECC2 de rata completa (número de acceso EF512550). Bajo el esquema del gen, se muestra la estructura 
y el tamaño de las proteínas codificadas por dos ADNc del gen NECC2 de rata (número de identificación 
Ensemble ENSMUST00000023557 y número de acceso BC017354 de las secuencias superior e inferior, 
respectivamente). (B) Extremos carboxilo-terminal alternativos codificados por el exón número 22 (aa en 
negrita) del gen NECC2 de rata. 
 
Este fenómeno de splicing se estudió en células PC12 mediante RT-PCR utilizando 
una pareja de cebadores flanqueando la secuencia nucleotídica de los exones 20 y 23 (Figura 
15A). La amplificación utilizando esta estrategia generó dos productos de PCR de tamaño 
esperado (Figura 15B). Para confirmar la especificidad de estos fragmentos, se realizó la re-
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específicos de cada transcrito (nested PCR) (Figura 15C y 15D). Adicionalmente, se llevó a 
cabo la secuenciación de los productos de PCR purificados, confirmando la existencia de un 
mecanismo de splicing en el exón que codifica para la región hidrofóbica, lo que daría lugar a 























Figura 15: Estudio de la expresión de isoformas carboxilo-terminal del gen NECC2 en células PC12. (A) 
Estrategia de amplificación en la que se muestra la posición de los cebadores utilizados en los exones 20 
(cebador a), 22 (cebador c), 23 (cebador b) y exones 21 y 23 (cebador d). (B) Las formas de ARNm 
conteniendo o no el exón que codifica la región hidrofóbica de NECC2 se analizaron mediante RT-PCR a 
partir de extractos de ARN de células PC12 utilizando la pareja de cebadores a y b, situadas en los exones 
20 y 23. (C) La forma de mensajero conteniendo la región hidrofóbica de NECC2 se amplificó utilizando el 
mismo cebador superior (cebador a) y un cebador inferior interno y específico de este transcrito (cebador 
c). (D) La forma de mensajero que carece del exón 22 y, por tanto, de la región hidrofóbica de NECC2 se 
amplificó utilizando el mismo cebador superior (cebador a) y un cebador inferior interno y específico de 
este transcrito (cebador d). Como control interno de cada PCR realizada se llevó a cabo la amplificación sin 
muestra en las mismas condiciones. 
 
Como se ha mencionado anteriormente, la estructura exón/intrón para el gen NECC2 
está altamente conservada en todas las especies analizadas, de modo que estos eventos de 
splicing alternativo podrían ocurrir, además de en rata, en otras especies de vertebrados. En 
este sentido, el estudio realizado para la secuencia genómica del gen NECC2 de ratón a través 
del mismo servidor (Ensembl Genome Browser), permitió identificar tres isoformas de ADNc 
para el gen NECC2 murino. La primera de ellas, Jakmip3-201, es originada por la ausencia de 







































esperado de 65,3 kDa y un punto isoeléctrico de 8,7. La segunda isoforma, Jakmip3-202, es 
originada, además de por la ausencia de los exones 12 al 22, por un mecanismo de splicing 
intra-exónico del exón 4, codificando por tanto para una proteína de 463 aa con un peso 
molecular esperado de 53,9 kDa y un punto isoeléctrico de 8,4 (Figura 16). La tercera 
isoforma, identificada a través del consorcio RIKEN (Instituto de Investigación de Ciencias 
Naturales y Tecnología de Japón), codificaría para una proteína de 586 aa con un peso 
molecular esperado de 67,6 kDa y un punto isoeléctrico de 8,4. Esta isoforma se originaría en 
un exón anterior al resto de isoformas mencionadas (exón 1), el cual contiene un codón de 

























Figura 16: Organización genómica y transcritos generados para el gen NECC2 murino. (A) El gen NECC2 
murino se representa esquematizado mediante rectángulos (exones) y líneas (intrones). Los exones están 
numerados del 0 al 24. Bajo el esquema del gen, se muestra la estructura y el tamaño de las proteínas 
codificadas por tres ADNc del gen NECC2 murino (número de identificación Ensemble 
ENSMUST00000068273, Ensemble ENSMUST00000106111 y RIKEN cDNA 6330417G02 gene). 
Finalmente, y en la parte inferior, se muestra la estructura y el tamaño de la proteína NECC2 murina 
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4.2. Estudio de la distribución intracelular de la proteína NECC2 
exógena en células PC12. 
4.2.1. Análisis inmunocitoquímico de la proteína NECC2 expresada 
exógenamente en células PC12. 
Para llevar a cabo el análisis inmunocitoquímico de la proteína NECC2 expresada 
exógenamente, se generaron construcciones utilizando un ADNc que codifica para la proteína 
NECC2 de ratón completa (exones 2 al 22). En estas construcciones, se fusionó una secuencia 
reportera (GFP o cMyc) bien en el extremo amino-terminal o bien en el extremo carboxilo-
terminal de la secuencia de NECC2 (Figura 17A), considerando que la unión de las 
secuencias reporteras podría afectar a la localización de NECC2, especialmente a la posible 
asociación de la región hidrofóbica existente en el extremo carboxilo-terminal de NECC2 con 
las membranas celulares. La distribución de la proteína exógena se analizó en células PC12 
transfectadas con las construcciones citadas mediante microscopía confocal. Como se observa 
en la figura 17B, la proteína NECC2 exógena, marcada tanto con GFP como con cMyc en el 
extremo amino-terminal, así como la proteína exógena NECC2 marcada con GFP en el 
extremo amino-terminal y sobreexpresada en el cultivo mediante la infección a través de 
vectores lentivirales (Figura 45), presentaron una distribución similar, localizada en 
estructuras yuxtanucleares y en acúmulos de tipo vesicular asociados a dichas estructuras. Por 
otro lado, no se observó señal fluorescente en el caso de GFP ni en el caso del epítopo cMyc 
cuando las secuencias reporteras se fusionaron en el extremo carboxilo-terminal de la 






Figura 17: Distribución intracelular de la proteína NECC2 exógena en células PC12 (A) Representación 
esquemática de las proteínas quiméricas de NECC2 codificadas por los vectores de expresión preparados 
para estudiar su localización.(B) Imágenes representativas de microscopía confocal de células PC12 
transfectadas con los vectores pcMyc-NECC2, pGFP-NECC2. 24 horas después de la transfección, las 
células se fijaron y, en las células transfectadas con el vector pcMyc-NECC2, se procesaron para 














Para determinar con mayor precisión la distribución intracelular de la proteína NECC2 
expresada exógenamente en células PC12, se realizó un estudio de colocalización con varios 
marcadores de compartimentos subcelulares con posición yuxtanuclear, como son el receptor 
de KDEL (KDELr), que cicla entre el retículo endoplásmico y la cara cis del complejo de 
Golgi, la proteína GM130, marcador de las cisternas cis del complejo de Golgi, y la proteína 
sintaxina-6, que se distribuye en subdominios de la red-trans del Golgi (TGN) implicados en 
el tráfico entre endosomas y el TGN (Mallard et al., 2002). Como se puede observar en la 
figura 18, la colocalización entre la proteína NECC2 exógena y estos marcadores fue 
reducida, aun cuando se localiza en un compartimento subcelular muy próximo a las cisternas 

























Figura 18: Estudio de colocalización de NECC2 en células PC12. Se transfectaron células PC12 con el 
vector pGFP-NECC2 o pcMyc-NECC2 y, 24 horas después, se procesaron para inmunofluorescencia con 
los anticuerpos (A) anti-GM130, (B) anti-KDELr o (C) anti-sintaxina-6. Los óvalos marcan la posición de 
los núcleos. Barra 10 µm. 
 
Para completar el estudio de la distribución intracelular de NECC2, investigamos la 
naturaleza de las vesículas marcadas con la proteína NECC2 exógena en células PC12. Para 
ello, se realizó un estudio de colocalización utilizando varios marcadores asociados a 

















secretogranina II (SgII), proteína perteneciente a la familia de las graninas que se localiza en 
los gránulos de secreción de células (neuro)endocrinas y neuronas (Ozawa y Takata, 1995), 
EEA1, marcador de endosomas tempranos (Mu et al., 1995), Rab7, que se localiza en la cara 
citosólica de la membrana de endosomas tardíos y lisosomas (Soldati et al., 1995) y Rab3A, 
expresada exógenamente como marcador de vesículas ancladas a la membrana en un estado 
previo a su exocitosis (Fischer von Mollard et al., 1991).  Como se observa en la figura 19, en 
este ensayo no se observó un grado de colocalización significativo entre las estructuras 

































Figura 19: Estudio de colocalización de NECC2 con marcadores de compartimentos vesiculares. (A,B,C)  
Se transfectaron células PC12 con el vector pGFP-NECC2 y 24 horas después se procesaron para 
inmunofluorescencia con el anticuerpo (A) anti-EM66, (B) anti-EEEA1, o (C) anti-Rab7. (D) Se co-
transfectaron células PC12 con los vectores pcMyc-NECC2 y pGFP-Rab3A y, 24 horas después, se 
procesaron para inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-cMyc. La colocalización entre NECC2 y los 






















Por último, y como se ha descrito anteriormente, la presencia de un potencial dominio 
de unión a caveolina en el extremo carboxilo-terminal de la secuencia de NECC2 nos llevó a 
realizar un estudio de colocalización en células sobreexpresando la proteína exógena NECC2 
asociada al epítopo cMyc y la proteína exógena caveolina-1 marcada con CFP en su extremo 
amino-terminal. La aplicación de esta técnica mostró que la proteína caveolina-1, marcada 
con CFP, presenta una localización vesicular por toda la célula, además de presentar ciertos 
acúmulos yuxtanucleares y una señal clara en la membrana celular, validando así el uso de 
esta construcción (Mundy et al., 2002) (Figura 20A). Adicionalmente, la señal 
inmunofluorescente de NECC2 exógena colocalizó ampliamente con la señal obtenida para 
caveolina-1 tanto en estructuras yuxtanucleares como en un gran número de acúmulos de tipo 
vesicular asociados a estas estructuras (Figura 20B), indicando por tanto que NECC2 podría 
localizarse en caveolas en este tipo celular, y que podría hacerlo en subdominios de la red-














Figura 20: Estudio de colocalización de NECC2 con un marcador de caveolas. (A) Se determinó la 
localización intracelular de la proteína exógena caveolina-1 en células PC12 transfectadas con el vector 
pCFP-caveolina-1. (B) Se co-transfectaron células PC12 con los vectores pcMyc-NECC2 y pCFP-
caveolina-1 y, 24 horas después, se procesaron para inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-Myc. La 
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orden en presencia del agente BMH, aún cuando una parte de la proteína exógena permanece 
de forma monomérica después del tratamiento. Este resultado indica la capacidad que esta 
proteína tiene para interaccionar, a través de sus múltiples dominios, y formar este tipo de 
complejos. Es necesario destacar que las bandas observadas tras el tratamiento con BMH son 
superiores a 250 kDa, superando en tamaño al peso molecular que se esperaría para el 
homodímero de NECC2. Este resultado, unido a la baja probabilidad que predice el programa 
MultiCoils para la formación de trímeros para esta proteína (Figura 21), sugiere que NECC2 









Figura 22: Análisis de la capacidad de dimerización en células PC12 de NECC2 exógena. Extractos 
proteicos de PC12 sobreexpresando la proteína cMyc-NECC2 se obtuvieron en tampón de lisis conteniendo 
Sacarosa 250mM y HEPES 4mM y se incubaron en presencia (0,2mM) o ausencia (NO) de BMH durante 2 
horas a 4C. La distribución monomérica-dimérica-oligomérica se analizó posteriormente mediante 
inmunoblot utilizando el antisuero anti-Myc. A partir de la misma muestra y como control interno se 
analizó la dimerización de la proteína GM130 utilizando el antisuero anti-GM130 (Gillingham y Munro, 
2003). 
 
4.2.2.2 Estudio bioquímico de la distribución subcelular de la proteína 
NECC2 exógena. 
De manera complementaria a los estudios de distribución intracelular realizados para 
la proteína NECC2 exógena mediante inmunofluorescencia, se llevó a cabo un análisis 
utilizando técnicas bioquímicas de fraccionamiento subcelular seguido de inmunoblot en 
células PC12 transfectadas con el vector pcMyc-NECC2. Así, mediante centrifugaciones 
diferenciales, se realizó la separación de las proteínas totales intracelulares del cultivo 
(fracción PNS), en la fracción cruda de membrana (fracción P165) y la fracción citosólica 
(fracción S165). La aplicación de esta técnica mostró que la proteína NECC2 exógena se 
encuentra claramente enriquecida en la fracción de membrana, aún cuando también existe una 












control interno del fraccionamiento subcelular, se analizó la distribución de la proteína 
GM130, proteína periférica de membrana asociada al complejo de Golgi (Nakamura et al., 















Figura 23: Análisis de la distribución subcelular de NECC2 exógena mediante fraccionamiento subcelular. 
El extracto post-nuclear de células PC12 (fracción PNS) se ultracentrifugó a 165.000 x g para obtener la 
fracción cruda de membrana (P165) en la pella y la fracción citosólica (S165) en el sobrenadante. La 
distribución de la proteína NECC2 exógena en las diferentes fracciones se analizó mediante western 
blotting. A partir de estas muestras se analizó la distribución de las proteínas GM130, EEA1, actina y el 
receptor TrkA como control interno. 
 
4.2.2.3 Análisis bioquímico de la asociación de NECC2 exógena con las 
membranas caveolares en células PC12. 
Para estudiar el tipo de asociación que NECC2 mantiene con las membranas 
caveolares en células PC12, utilizamos una metodología bioquímica basada en el aislamiento 
de proteínas integrales de caveolas. Esta metodología se basa en la centrifugación en un 
gradiente discontinuo de sacarosa de un extracto celular obtenido en un tampón “libre de 
detergentes” (Yang et al., 2001). En concreto, para la obtención del extracto crudo de células 
PC12, se utilizó una solución de lisis que contiene carbonato sódico a pH 11, el cual extrae las 
proteínas periféricas de membrana. El homogenado resultante se ajustó a una concentración 
final de sacarosa del 45% y se situó en el fondo de un tubo de ultracentrífuga, sobre el cual se 
generó un gradiente discontinuo de sacarosa al 35 y 5%. Posteriormente, se ultracentrifugó el 
extracto celular para aislar las membranas caveolares, las cuales ascienden a las fracciones del 
gradiente con menor densidad (fracciones 1 y 2) debido a las características bioquímicas que 
le son conferidas por su composición lipídica, separándose así del resto del extracto proteico 
que se mantiene en las fracciones con mayor densidad (fracciones 7 a 9). Como control 
interno del correcto aislamiento de caveolas, se analizó la distribución en el gradiente de las 
















cuya presencia está descrita en caveolas (Peiro et al., 2000). Como se observa en la figura 24, 
la proteína caveolina-1 fue aislada en la fracción 2, confirmando por tanto la especificidad del 
experimento. Por otro lado, mientras que el receptor TrkA se localizó claramente en la 
fracción 2 del gradiente, confirmando la presencia de este receptor en caveolas, la proteína 
actina permaneció, según lo esperado, en las fracciones más densas del gradiente. El análisis 
realizado con el anticuerpo anti-Myc a partir de estas muestras permitió identificar y situar 
claramente a la proteína NECC2 exógena en la fracción 2 del gradiente (Figura 24). Este 
resultado indica que la proteína NECC2 exógena debe estar asociada de manera integral a las 
membranas con carácter de raft presentes en células PC12. Esta observación, junto con el 
análisis de las características estructurales de NECC2, y en particular con la presencia de una 
región hidrofóbica en su extremo carboxilo terminal, sugieren que NECC2 podría insertarse 











Figura 24: Análisis de la asociación de NECC2 exógena con las membranas caveolares en células PC12.  
La obtención de un extracto crudo de células PC12 se realizó en un tampón de carbonato sódico 0,5 M pH 
11,0. Posteriormente, el extracto resultante fue ajustado a una concentración del 45% de sacarosa y sobre él 
se generó un gradiente discontinuo de sacarosa al 35 y 5%. La ultracentrifugación a 120.000 x g permitió la 
separación de las estructuras caveolares, aisladas en las fracciones menos densas del gradiente (fracciones 1 
y 2), del resto de estructuras celulares, que se mantuvieron en las fracciones 7,8 y 9. Mediante western 
blotting se analizó la distribución de la proteína NECC2 exógena en las 9 fracciones. Como control interno, 
se analizó la distribución de las proteínas caveolina-1, TrkA y actina a partir de estas muestras. 
 
En conjunto, las observaciones obtenidas a través de los estudios in silico, así como de 
los estudios bioquímicos en relación con la distribución subcelular de la forma completa de 
NECC2 expresada exógenamente en células PC12, sugieren que NECC2 es una proteína que 
presenta una alta capacidad para formar complejos diméricos-oligoméricos mediante la 
interacción proteína-proteína, y que se inserta de manera integral en las membranas de las 
caveolas en este tipo celular. Adicionalmente, las observaciones obtenidas mediante los 
estudios inmunocitoquímicos sugieren que NECC2 se localiza en caveolas en regiones 
próximas a la red trans del complejo de Golgi.  
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4.3. Estudio de las regiones de NECC2 que participan en su 
localización subcelular. 
4.3.1. Análisis bioquímico de las regiones de NECC2 que participan en su 
localización subcelular. 
A continuación estudiamos las regiones o dominios estructurales que están 
involucrados en la distribución intracelular de la proteína NECC2. Para ello, se generaron 
varias construcciones en las que el epítopo cMyc quedó unido al extremo amino-terminal de 
formas deleccionadas de la proteína NECC2 murina. En concreto, se generaron tres 
construcciones que consistieron en la delección de la región hidrofóbica de 19 aminoácidos 
(posiciones 825-843), la eliminación del extremo carboxilo-terminal desde la posición 
aminoacídica 372, coincidiendo esta posición con el final de la cuarta región coiled-coil, y la 
eliminación del extremo carboxilo-terminal desde la posición aminoacídica 285, coincidiendo 
esta posición con el inicio de la cuarta región coiled-coil, región que a su vez contiene el 







Figura 25: Estudio de las regiones de NECC2 involucradas en su distribución intracelular. Representación 
esquemática de las proteínas codificadas por los vectores de expresión preparados para realizar este estudio. 
Se indica el nombre de cada construcción y la región aminoacídica de NECC2 que se expresa tras la 
delección.  
 
El análisis de la distribución de estas delecciones se llevó a cabo mediante la 
transfección de las mismas en células PC12 seguida de la aplicación de técnicas de 
fraccionamiento subcelular, de manera complementaria a los estudios bioquímicos ya 
realizados para el análisis de la proteína exógena completa de NECC2. En la figura 26A se 
muestra la localización en las distintas fracciones analizadas de las proteínas utilizadas como 















localización en las distintas fracciones de las construcciones truncadas generadas, en las que 
todas ellas mostraron una distribución enriquecida en la fracción de membrana (fracción 
S165), del mismo modo que le ocurría a la forma completa de la proteína exógena completa 
de NECC2. Estos resultados revelaron que las tres primeras regiones coiled-coil son 















Figura 26: Estudio de las regiones de NECC2 involucradas en su distribución intracelular. Se transfectaron 
células PC12 con las construcciones indicadas y, 24 horas después, se analizó mediante western blotting  la 
distribución en las diferentes fracciones recogidas  de las proteínas (A) GM130, EEA1, actina y el receptor 
TrkA como control interno del fraccionamiento y (B) de las formas deleccionadas de NECC2. 
 
4.3.2. Análisis bioquímico de las regiones de NECC2 que participan en su 
asociación con las membranas caveolares en células PC12. 
Para completar el estudio bioquímico sobre las distintas delecciones generadas, y 
analizar el tipo de asociación que éstas mantienen con las membranas caveolares en células 
PC12, se aplicó la misma metodología bioquímica explicada anteriormente, y que se basa en 
el aislamiento de caveolas por su capacidad “de flotación” en un gradiente discontinuo de 
sacarosa. En la figura 27A se muestra, de manera representativa, la distribución en las 
distintas fracciones del gradiente de las diferentes proteínas utilizadas como control (Cav1, 
GM130 y actina). En la figura 27B se muestran los resultados obtenidos para las diferentes 
construcciones analizadas, observándose que todas ellas se localizaron en las fracciones más 
densas del gradiente (fracciones 7 a 9), a diferencia de lo que ocurría con la forma completa 











































Figura 15: Estudio de las regiones de NECC2 involucradas en su asociación con las membranas caveolares 
en células PC12. Mediante western blotting se analizó la distribución (A) de las proteínas utilizadas como 
control (Cav1, GM130 y actina) y (B) de las diferentes construcciones truncadas de la proteína NECC2 en 
las 9 fracciones del gradiente, las cuales permiten separar las estructuras caveolares, aisladas en las 
fracciones menos densas del gradiente (fracciones 1 y 2), del resto de estructuras celulares, que se 
mantienen en las fracciones 7,8 y 9. 
 
En conjunto, los resultados obtenidos mediante los fraccionamientos indican que la 
proteína NECC2 exógena es una proteína asociada a membrana, siendo las tres primeras 
regiones coiled-coil suficientes para llevar a cabo esta asociación. Por otro lado, la región 
hidrofóbica de 19 aminoácidos presente en el extremo carboxilo-terminal, el cual a su vez 
contiene el dominio potencial de unión a caveolina, es fundamental para la asociación de la 
proteína NECC2 exógena a las membranas de las caveolas en este tipo celular. En este 
sentido, la sola eliminación de esta región impide su anclaje a estas estructuras, como muestra 
su distribución en las fracciones más densas del gradiente. 
4.3.3. Análisis inmunocitoquímico de las regiones de NECC2 que participan 
en su localización subcelular. 
A continuación llevamos a cabo un estudio de inmunofluorescencia para determinar 
las regiones de NECC2 que participan en su localización intracelular en relación con el 
marcador de caveolas caveolina-1. Para realizar este estudio, se co-transfectaron células PC12 
con el vector de sobreexpresión CFP-caveolina-1 y cada una de las diferentes delecciones 




















anticuerpo anti-Myc. Como control del ensayo se analizó la localización de la proteína 
exógena NECC2 completa que contiene la región hidrofóbica, observándose de nuevo 
colocalización con la proteína caveolina-1 en acúmulos yuxtanucleares y en vesículas 
asociadas a dichas estructuras. El resto de construcciones analizadas mostraron, además de la 
distribución yuxtanuclear típica de la proteína NECC2 completa, una distribución vesicular 
por todo el citoplasma y en la membrana plasmática (Figura 28). En dichas localizaciones, las 


































Figura 28: Estudio de localización intracelular de formas deleccionadas de NECC2. Se co-transfectaron 
células PC12 con los vectores pCFP-caveolina-1 y cada una de las formas deleccionadas de la proteína 
NECC2 (cMyc-NECC2, cMyc-NECC2∆RH,  cMyc-NECC2∆372 y cMyc-NECC2∆285). 24 horas 
después, se procesaron para inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-Myc. La colocalización entre 
























4.4. Estudio de la distribución intracelular de NECC2 endógena 
en células PC12. 
4.4.1. Obtención y caracterización de un anticuerpo policlonal frente a 
NECC2. 
Como se ha mencionado en la sección de Materiales y Métodos, para llevar a cabo la 
caracterización bioquímica así como los estudios de distribución intracelular de la proteína 
NECC2 endógena, se desarrolló un antisuero contra una secuencia peptídica de esta proteína 
altamente conservada entre las especies de rata, ratón y humano (Figura 29A). La existencia 
de anticuerpos específicos contra NECC2 en el suero se determinó mediante western blotting 
sobre extractos proteicos de células HEK-293 T, línea celular que no expresan de forma 
endógena las proteínas NECC2 o NECC1, sobreexpresando la isoforma completa de la 
proteína exógena NECC2 (exones 2 al 22) con el epítopo cMyc fusionado en su extremo 
amino terminal. Adicionalmente, y debido a que la secuencia del péptido utilizado para la 
obtención del antisuero anti-NECC2 presenta un cierto grado de identidad en la misma región 
aminoacídica con la proteína NECC1, se comprobó que no existiera inmunorreactividad 
cruzada del antisuero anti-NECC2 para la proteína NECC1. Para ello se utilizaron extractos 
proteicos de células HEK-293 T sobreexpresando la proteína exógena NECC1 completa y 
unida al epítopo cMyc (Figura 29B). Como control de la detección se utilizaron extractos de 
células HEK-293 T sin transfectar, en los que tanto el anticuerpo anti-Myc como el antisuero 
anti-NECC2 no mostraron ninguna señal inmunorreactiva. A partir de estos mismos extractos, 
el anti-suero anti-NECC2 reconoció a la proteína NECC2 y no a la proteína NECC1, 










Figura 29: Obtención de un anticuerpo policlonal frente a NECC2 (A) Representación esquemática de la 
estructura de la proteína NECC2 completa, en la que se señala el péptido utilizado en la obtención del antisuero 
y para el que se muestra el alineamiento de la secuencia correspondiente del péptido de las especies que se 
indican. (B) La capacidad del antisuero anti-NECC2 para reconocer de forma específica a NECC2, y no a otras 
proteínas con las que comparte homología de secuencia (NECC1), se analizó mediante western blotting sobre 
extractos proteicos de células HEK-293 T transfectadas con los vectores pcMyc-NECC2 o pcMyc-NECC1. La 
expresión de las proteínas NECC2 y NECC1 exógenas se confirmó utilizando el anticuerpo anti-Myc. Como 












































De manera similar al estudio realizado mediante inmunoblot, llevamos a cabo un 
análisis para determinar si el antisuero anti-NECC2 reconoce específicamente a su antígeno, y 
no a otras proteínas con las que comparte homología de secuencia (NECC1), al ser utilizado 
en inmunocitoquímica. Concretamente, se utilizaron células HEK-293 T, que no expresan de 
forma endógena las proteínas NECC2 o NECC1, transfectadas con el vector que expresa las 
proteínas NECC2 o NECC1 unidas al epítopo cMyc. La inmunofluorescencia con el 
anticuerpo anti-Myc confirmó la expresión de las proteínas NECC2 y NECC1 exógena en 
células PC12 transfectadas, obteniendo una señal inmunofluorescente, similar para NECC2 y 
NECC1, localizada en estructuras yuxtanucleares y en acúmulos de tipo vesicular asociados a 
dichas estructuras (Figura 30). La señal de inmunofluorescencia obtenida sobre los mismos 
cultivos utilizando el anti-suero anti-NECC2 mostró un cierto marcaje inespecífico difuso por 
el citosol y en el núcleo celular. No obstante, y por encima de esta señal, el suero anti-NECC2 
reconoció a la proteína NECC2 y no así a la proteína NECC1 (Figura 30), indicando por tanto 














Figura 30: Especificidad del antisuero anti-NECC2 en inmunocitoquímica. Se transfectaron células HEK-
293 T con los vectores de expresión pcMyc-NECC2 o pcMyc-NECC1 y, 24 horas después, se analizaron 
mediante inmunofluorescencia con doble marcaje utilizando el anticuerpo anti-Myc y el antisuero anti-
NECC2. Los óvalos marcan la posición de los núcleos. Barra 10 µm. 
 
4.4.2. Análisis inmunocitoquímico de la localización subcelular de la 
proteína NECC2 endógena. 
Tras comprobar la especificidad del anticuerpo anti-NECC2, se estudió la distribución 
















utilizando el antisuero anti-NECC2 seguido de microscopía confocal. La señal de 
inmunofluorescencia observada reveló que la proteína NECC2 se distribuye siguiendo dos 
patrones diferentes. En el 50% de las células analizadas (n = 1000 células), NECC2 presentó 
una localización subcelular difusa por el citosol, pudiendo aparecer también algunos 
acúmulos (Fig. 31A). En el 50% de las células restantes, NECC2 mostró una señal 
inmunocitoquímica próxima a zonas discretas de la membrana plasmática (Fig. 31B). La 
preadsorción del antisuero anti-NECC2 con un exceso de péptido inmunogénico eliminó 
ambas señales inmunofluorescentes, confirmando así su especificidad (Figura 31C). Como ya 
se comentó anteriormente en el apartado 4.4 (obtención de un anticuerpo policlonal), el 
anticuerpo anti-NECC2 genera un marcaje inespecífico en el núcleo celular, el cual no es 












Figura 31: Distribución subcelular de NECC2 endógena en células PC12. Imágenes representativas de 
microscopía confocal sobre células PC12 procesadas para inmunofluorescencia con el antisuero anti-
NECC2. En la imagen se muestra la señal fluorescente difusa en el citosol (A) y asociada a la membrana 
plasmática (B). Como control de especificidad de la señal se utilizó el antisuero pre-incubado con un 
exceso de péptido inmunogénico (C). Barra 10 µm. 
 
Para analizar con mayor detalle la distribución subcelular de la proteína NECC2 
endógena en células PC12, se realizó un estudio de inmunofluorescencia doble utilizando el 
antisuero anti-NECC2 y un anticuerpo contra la proteína caveolina-1. La aplicación de esta 
técnica mostró que la señal inmunofluorescente de NECC2 colocaliza ampliamente con la de 
caveolina-1 en aquellas células que mostraron un acúmulo de la señal de NECC2 en 
subdominios de la superficie celular, indicando la posible presencia de NECC2 en estas 





















Figura 32: Estudio de la localización de la proteína NECC2 en caveolas de células PC12. Imágenes 
representativas de microscopía confocal sobre células PC12 procesadas para inmunofluorescencia con 
doble marcaje utilizando el antisuero anti-NECC2 y el anticuerpo anti-Caveolina-1 como marcador de 
caveolas. Barra 10 µm. 
 
4.4.3. Análisis bioquímico de la localización subcelular de la proteína 
NECC2 endógena. 
4.4.3.1 Detección de la proteína NECC2 endógena mediante inmunoblot. 
A continuación llevamos a cabo un ensayo para determinar la especificidad del anti-
suero anti-NECC2 en inmunoblot sobre células PC12. Para ello, se analizaron las señales 
inmunorreactivas obtenidas mediante western blotting sobre extractos proteicos de células 
PC12 sobreexpresando o no la isoforma completa de la proteína NECC2 exógena (exones 2 al 
22) con el epítopo cMyc fusionado en su extremo amino terminal. Como se aprecia en la 
figura 33, el antisuero anti-NECC2 reconoció en células PC12 sin transfectar una única banda 
por encima de 100 kDa, cuyo peso molecular es análogo al peso de la proteína NECC2 
exógena detectada mediante el anticuerpo anti-Myc en células transfectadas. Adicionalmente, 
el antisuero anti-NECC2 también reconoció a la proteína NECC2 exógena en células PC12 
transfectadas. La preadsorción del antisuero con un exceso del péptido inmunogénico 
correspondiente confirmó la especificidad de la señal inmunorreactiva detectada por el mismo 
en células PC12 expresando o no la proteína NECC2 exógena. Este resultado indica que el 
anticuerpo anti-NECC2 reconoce de manera específica en células PC12 una banda única que 




















Figura 33: Análisis mediante inmunoblot del antisuero 
anti-NECC2 sobre extractos de PC12 y de PC12 
sobreexpresando cMyc-NECC2. Sobre las mismas 
muestras, y mediante el uso del suero preadsorbido con 
un exceso del péptido, se muestra en western blotting 
un ensayo de la especificidad de la banda 
inmunorreactiva detectada por el antisuero. La 
expresión de la proteína NECC2 exógena se confirmó 




4.4.3.2 Estudio bioquímico de la distribución subcelular de la proteína 
NECC2 endógena. 
Tras comprobar que el anti-suero anti-NEEC2 reconoce mediante western blotting una 
única banda correspondiente a NECC2, y de manera complementaria a los estudios 
bioquímicos de distribución subcelular realizados para la proteína NECC2 expresada 
exógenamente en células PC12, se llevó a cabo un análisis mediante técnicas de 
fraccionamiento subcelular seguido de inmunoblot para analizar la distribución de la proteína 
NECC2 endógena en células PC12. Así, el análisis mediante western blotting utilizando el 
antisuero anti-NECC2 de la fracción de proteínas intracelulares totales (fracción PNS) y de 
las fracciones cruda de membrana (fracción P165) y citosólica (fracción S165), mostró que la 
proteína NECC2 endógena se encuentra mayoritariamente en la fracción soluble, aun cuando 
está presente de manera residual en la fracción de membrana (Figura 34). Sobre las mismas 
muestras se analizó la distribución de diferentes proteínas control como son las proteínas 













Figura 34: Análisis de la distribución subcelular de NECC2 endógena mediante fraccionamiento 
subcelular. El extracto post-nuclear de células PC12 (fracción PNS) se ultracentrifugó a 165.000 x g para 
obtener la fracción cruda de membrana (P165) en la pella y la fracción citosólica (S165) en el 
sobrenadante. La distribución de la proteína NECC2 endógena en las diferentes fracciones se analizó 
mediante western blotting. A partir de estas muestras se analizó como control interno la distribución de las 
proteínas GM130, EEA1, actina y el receptor TrkA. 
 
4.4.3.3 Análisis bioquímico de la asociación de NECC2 endógena con las 
membranas caveolares en células PC12. 
Para determinar si la fracción residual de NECC2 endógena observada en la fracción 
de membrana mantiene alguna asociación con las membranas de caveolas en células PC12, se 
llevó a cabo el aislamiento de estas estructuras en un gradiente discontinuo de sacarosa, del 
















El análisis de la distribución de NECC2 endógena en este ensayo mostró que NECC2 
permanece en las fracciones más densas del gradiente, indicando por tanto que no se asocia de 
manera integral con las membranas caveolares (Figura 35). A partir de estas muestras se 








Figura 35: Análisis de la asociación de NECC2 con las membranas caveolares en células PC12. La 
obtención de un extracto crudo de células PC12 se realizó en un tampón de carbonato sódico 0,5 M pH 
11,0. Posteriormente, el extracto resultante fue ajustado a una concentración del 45% de sacarosa y sobre él 
se generó un gradiente discontinuo de sacarosa al 35 y 5%. La ultracentrifugación a 120.000 x g permitió la 
separación de las estructuras caveolares, aisladas en las fracciones menos densas del gradiente (fracciones 1 
y 2), del resto de estructuras celulares, que se mantuvieron en las fracciones 7,8 y 9. Mediante western 
blotting se analizó la distribución de la proteína NECC2 endógena en las 9 fracciones obtenidas. Como 
control interno, se analizó la distribución de las proteínas caveolina-1, TrkA, GM130, EEA1 y actina a 
partir de estas muestras. 
 
En conjunto, las observaciones obtenidas mediante los estudios inmunocitoquímicos 
realizados en relación con la localización subcelular de la proteína NECC2 endógena en 
células PC12 indican que esta proteína se localiza en caveolas, al igual que le ocurre a su 
análogo la proteína NECC2 expresada de manera exógena. Por otro lado, los diferentes 
estudios bioquímicos realizados utilizando el anticuerpo anti-NECC2 mediante western 
blotting indican que, en un fraccionamiento simple, sólo una parte minoritaria de NECC2 se 
mantiene asociada a membrana y que, en un gradiente específico para el aislamiento de 
caveolas, no co-migra en la misma fracción que caveolina-1. Estos resultados, junto con 
estudios posteriores de ARN interferente (Figura 50, página 123), y con la ausencia de un 
aumento en el peso molecular de la proteína NECC2 endógena tras la estabilización de los 
enlaces proteicos con el agente químico BMH (datos no mostrados), nos han hecho poner en 














4.5. Caracterización de NECC2 en células PC12 estimuladas a 
corto plazo con NGF. 
Como se ha comentado anteriormente, las células PC12 constituyen una línea celular 
con características neuroendocrinas que pueden diferenciarse hacia un fenotipo neuronal 
como consecuencia de la activación del receptor TrkA mediante el tratamiento con diferentes 
compuestos como el factor de crecimiento neuronal (NGF) o el péptido activador de la 
adenilato ciclasa hipofisaria (PACAP) (Greene y Tischler, 1976; Ravni et al., 2006). En 
concreto, el tratamiento con NGF de células PC12 activa la cascada de señalización Ras-
MAPK-ERK resultando en la parada del ciclo celular, la disminución de la proliferación 
celular y la activación de la diferenciación neuronal. El tratamiento continuado con NGF de 
estas células (hasta una semana) se traduce en la expresión de marcadores neuronales y en el 
crecimiento de neuritas, las cuales se ramifican formando una red sin llegar a establecer 
sinapsis entre ellas (Greene y Tischler, 1976). La elevada expresión que NECC2 presenta en 
el sistema nervioso central, junto con su localización en caveolas en células PC12, donde se 
localiza el receptor TrkA, fueron los motivos por los que decidimos utilizar como modelo 
células PC12 tratadas con NGF, y determinar así la expresión y la distribución intracelular de 
NECC2 durante el proceso de diferenciación neuronal. 
4.5.1. Estudio de la distribución intracelular de NECC2 en células PC12 
estimuladas a corto plazo con NGF. 
En primer lugar, se estudió si la estimulación a corto plazo con NGF en estas células 
afecta a la distribución intracelular de la proteína NECC2 endógena, determinada mediante 
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-NECC2 en células PC12 tratadas durante 5, 
30, 60 ó 120 minutos con NGF. De forma previa a la adición de NGF, todas las células fueron 
sometidas a un pretratamiento con medio de diferenciación que no contenía este factor. Como 
se puede apreciar en la figura 36A, la inmunocitoquímica reveló que la exposición de las 
células al NGF provoca una redistribución de la proteína NECC2 desde un estado citosólico 
soluble a una posición cercana a la membrana plasmática, siendo esta redistribución patente a 
los 15 minutos de exposición. Así, un 66% de células analizadas (n= 820 células) presentaron 
una localización cercana a la membrana  tras 60 minutos de exposición, mientras que sólo un 
34% presentó una señal citosólica (Figura 36B). Adicionalmente, se apreció un incremento en 






























Figura 36: Estudio de la localización de la proteína NECC2 en células PC12 diferenciadas con NGF. (A) 
Imágenes representativas de microscopía confocal sobre células PC12 cultivadas en ausencia (No NGF) o 
en presencia (NGF) de NGF 100 ng/ml durante 5, 30, 60 ó 120 minutos y procesadas para 
inmunofluorescencia con el antisuero anti-NECC2. (B) Cuantificación del porcentaje de células PC12 en 
las que NECC2 presenta una distribución citosólica o en membrana tras la estimulaciónn con NGF durante 
60 minutos. Barra 10 µm. 
 
 
4.5.2. Estudio de colocalizaciones en células PC12 estimuladas a corto plazo 
con NGF. 
Como se ha comentado anteriormente, la activación del receptor TrkA en células 
PC12 en respuesta al ligando NGF desencadena el inicio de la diferenciación neuronal. De 
manera específica, las caveolas actúan como plataformas moleculares que permiten la 
concentración  y la interacción de receptores, entre los que se encuentra el receptor TrkA, con 
las moléculas intermediarias responsables del proceso de señalización (Huang et al., 1999; 
Peiro et al., 2000). Sobre la base de estas premisas, y teniendo en cuenta la redistribución de 
la proteína NECC2 hacia zonas de la membrana plasmática observada en células PC12 como 
respuesta al tratamiento con NGF, se analizó con mayor detalle la distribución intracelular de 
la proteína NECC2 endógena en relación con el receptor TrkA en células PC12 tratadas 
durante 5, 30, 60 ó 120 minutos con NGF. De forma previa a la adición de NGF, todas las 
células fueron sometidas a un pretratamiento con medio de diferenciación que no contenía 






este factor. Para llevar a cabo este análisis, se realizó un estudio de inmunofluorescencia 
doble utilizando el antisuero anti-NECC2 y un antisuero anti-HA sobre células PC12 
transfectadas con un vector de expresión que contiene la secuencia del receptor TrkA de rata y 
la secuencia del epítopo HA fusionada en su extremo amino-terminal (cedido amablemente 
por el Dr. Joan Comella del Instituto de Neurociencia de la Universidad Autónoma de 
Barcelona). La aplicación de esta técnica mostró que la señal inmunofluorescente de NECC2 
colocaliza parcialmente con la señal HA-TrkA en células sin estimular, mientras que la 
colocalización con el receptor incrementa significativamente tras la estimulación celular con 
NGF (Figura 37). Estos resultados sugieren por tanto la existencia de una relación funcional 




















Figura 37: Estudio de colocalización de NECC2 con el receptor de neurotrofinas TrkA en células PC12. 
Imágenes representativas de microscopía confocal sobre células PC12 transfectadas con el vector pcDNA-
HA-TrkA. 24 horas después, las células fueron cultivados en ausencia (No NGF) o en presencia (NGF) de 
NGF 100 ng/ml durante durante 5, 30, 60 ó 120 minutos y procesadas para inmunofluorescencia con doble 
marcaje utilizando el antisuero anti-NECC2 y el anticuerpo anti-HA. Barra 10 µm. 
 
Posteriormente, investigamos la relación entre NECC2 y el sistema endosomal, puesto 
que se ha demostrado que la activación del receptor TrkA con NGF provoca su 
internalización en estas vesículas. Para llevar a cabo este análisis, se realizó un estudio de 
inmunofluorescencia doble utilizando el anticuero anti-NECC2 y un anticuerpo frente al 
marcador de endosomas tempranos EEA1. Este análisis se realizó en células PC12 en 
condiciones basales y tras ser estimuladas con NGF durante 60 minutos. Como se observa en 




















de las proteínas NECC2 y EEA1 en endosomas próximos a la superficie celular, indicando 










Figura 38: Estudio de colocalización de NECC2 con el marcador de endosomas tempranos. Imágenes 
representativas de microscopía confocal sobre células PC12 cultivadas en ausencia (No NGF) o en 
presencia (NGF) de NGF 100 ng/ml durante durante 60 minutos y procesadas para inmunofluorescencia 
con el antisuero anti-NECC2 y anti-EEA1. Barra 10 µm. 
 
4.5.3. Estudio de la interacción de NECC2 con el citoesqueleto. 
Para completar el estudio de la distribución intracelular de la proteína NECC2 
endógena en células PC12, investigamos su relación con el citoesquleto de microtúbulos. Para 
ello, se realizó un estudio de inmunofluorescencia doble utilizando el antisuero anti-NECC2 y 
un anticuerpo contra caveolina-1 en células PC12 tratadas durante 1 hora con nocodazol, un 
agente antineoplásico que promueve la despolimerización de los microtúbulos. La tinción en 
células vivas de los polímeros de tubulina, mediante el uso de la proteína tubulina asociada a 
un marcador fluorescente (Tubulin Tracker Green Oregon), reveló que el tratamiento durante 
1 hora con nocodazol en células PC12 induce la despolimerización completa de la red celular 
de microtúbulos (Figura 39A), mientras que el mismo tratamiento no afectó al citoesqueleto 
de actina, detectado mediante inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-actina 
(Figura 39B). En estas mismas condiciones de tratamiento, no se observó una modificación 
aparente en cuanto a la distribución de las proteínas NECC2 o caveolina-1, las cuales 











































Figura 39: Efecto del tratamiento con nocodazol sobre la distribución en células PC12 de tubulina, actina, 
NECC2, y caveolina-1. Las células PC12 se cultivaron en ausencia (-NCDZ) o en presencia (+NCDZ) de 
nocodazol 10 µM durante 1 hora. Tras dicho periodo, las células se incubaron con green tubulin tracker o 
se procesaron para (B) inmunofluorescencia utilizando el antisuero anti-actina y para (C) 
inmunofluorescencia doble utilizando los antisueros anti-NECC2 y anti-Caveolina-1. Barra 10 µm. 
 
Además de analizar la relación entre NECC2 y el citoesqueleto de microtúbulos, 
investigamos la relación entre NECC2 y el citoesqueleto de actina, el cual participa en la 
formación, el mantenimiento y la reorganización de las caveolas en la superficie celular 
(Thomsen et al., 2002; Chichili y Rodgers, 2007). Para analizar esta relación, se realizó un 































marcadas con moléculas fluorescentes. Las falotoxinas son péptidos bicíclicos derivados del 
hongo Amanita phalloides que se unen en proporción estequiométrica y de manera 
competitiva a los sitios de anclaje de los filamentos de F-actina. La asociación de moléculas 
fluorescentes a estos péptidos permiten, por tanto, detectar los filamentos de actina mediante 
microscopía confocal. En este estudio se analizaron células PC12 en condiciones basales y 
sometidas a tratamiento con NGF durante 60 minutos. Como se observa en la figura 40, el 
análisis de la distribución intracelular de los filamentos de actina en células PC12 mostró que 
el tratamiento con NGF induce una reorganización del citoesqueleto en las zonas distales de la 
célula, resultando por tanto en el mayor acúmulo de falotoxinas en estas zonas de mayor 
actividad. En este estudio se observó, tanto en condiciones basales como tras el tratamiento 
con NGF, una colocalización parcial entre NECC2 y faloidina en aquellas células que 
mostraron un acúmulo de la señal de NECC2 en la superficie celular (Figura 40), sugieriendo 




















Figura 40: Estudio de colocalización de NECC2 con filamentos de actina. Imágenes representativas de 
microscopía confocal sobre células PC12 cultivadas en ausencia (No NGF) o en presencia (NGF) de NGF 
100 ng/ml durante 60 minutos y procesadas para inmunofluorescencia con el antisuero anti-NECC2 y 
falotoxina fluorescentes. Barra 10 µm. 
 
Para confirmar la asociación que NECC2 mantiene con los microfilamentos de actina, 
se estudió su distribución intracelular mediante inmunofluorescencia en células PC12 tratadas 
con latrunculina B (LatB). El tratamiento de células en cultivo con esta toxina marina inhibe 


















de las proteínas residentes en el mismo. Concretamente, se ha descrito un aumento de la 
movilidad lateral y del acúmulo de caveolas en células en las que el córtex de actina ha sido 
desestructurado mediante el tratamiento con citocalasina D, sugiriendo por tanto que la 
integridad de la red cortical de microfilamentos es estrictamente necesaria para una adecuada 
localización y organización funcional de las caveolas en la membrana plasmática (Mundy et 
al., 2002; Thomsen et al., 2002). Como se puede observar en la figura 41A, la tinción de 
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-actina reveló que el tratamiento durante 30 
minutos con LatB en células PC12 induce la desorganización del córtex celular. En estas 
mismas condiciones de cultivo, el estudio de la distribución intracelular mediante 
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-caveolina-1 mostró la desorganización y el 
acúmulo lateral de esta proteína (Figura 41B). Adicionalmente, y tras el mismo tratamiento, la 
proteína NECC2 perdió su localización superficial, disminuyendo de manera significativa su 
grado de colocalización tanto con actina (Figura 41C) como con la proteína caveolina-1 
(Figura 41D), sugiriendo por tanto que es necesaria una apropiada organización de la red 























































Figura 41: Efecto del tratamiento con LatB sobre la distribución de NECC2, actina y caveolina-1 en 
células PC12. Las células PC12 se cultivaron en ausencia (-LatB) o en presencia (+LatB) de LatB 5 µM 
durante 30 min. Tras dicho periodo, las células se procesaron para inmunofluorescencia utilizando el 
antisuero anti-actina (A) y anti-Caveolina-1 (B) como control del efecto de LatB, y para 
inmunofluorescencia doble utilizando los antisueros anti-NECC2, anti-actina y anti-Caveolina-1 (C y D). 






































4.6. Caracterización de NECC2 en células PC12 estimuladas a 
corto plazo con NGF. 
De manera complementaria a la caracterización realizada para la proteína NECC2 en 
células PC12 sometidas a tratamientos con NGF durante periodos cortos de tiempo, se analizó 
la expresión y la distribución intracelular de NECC2 a lo largo del proceso de diferenciación 
neuronal en células expuestas a NGF durante periodos prolongados de tiempo (1 a 4 días), 
periodos en los que, como se ha comentado anteriormente, los cultivos comienzan a expresar 
marcadores neuronales y emiten una red de neuritas adquiriendo así un fenotipo neuronal 
(Greene y Tischler, 1976). 
4.6.1. Estudio de la expresión a nivel de ARNm de NECC2 durante la 
diferenciación en células PC12. 
En primer lugar, se determinó el perfil de expresión de NECC2 a nivel de mensajero 
en células PC12 tratadas con NGF durante 1, 2, 3 ó 4 días. La expresión de NECC2 a cada 
tiempo se comparó con aquella de células PC12 cultivadas durante el mismo tiempo pero en 
ausencia de NGF. El análisis mediante RT-PCR cuantitativa reveló que, tras 24 horas de 
tratamiento, el nivel de ARNm de NECC2 se redujo aproximadamente un 60% en células 
tratadas con NGF respecto a los cultivos control (Figura 42). La expresión de NECC2 en los 
cultivos tratados con NGF se mantuvo en torno a los mismos niveles reducidos conforme 
avanzó el tiempo de tratamiento. Es necesario señalar que los cebadores utilizados se alinean 
en las posiciones 847 y 988 de la secuencia nucleotídica de NECC2 de rata, y que por tanto 








Figura 42: Análisis de la expresión a nivel de ARNm de NECC2 en células PC12 diferenciadas con NGF. 
La expresión de NECC2 se determinó mediante RT-PCR cuantitativa en células PC12 cultivadas en 
presencia (NGF) o ausencia (Control) de NGF 100 ng/ml durante 1 a 4 días. Los valores de expresión 
relativa de NECC2 están referidos a aquellos de los cultivos Control para cada punto de tiempo. Los 
resultados se representan como la media ± SEM de, al menos, 3 experimentos independientes (a P<0,05 vs. 




4.6.2. Estudio de la expresión proteica de NECC2 durante la diferenciación 
en células PC12. 
Para completar el estudio de la expresión de NECC2 en células PC12 diferenciadas 
con NGF, se determinaron los niveles proteicos de NECC2 en cultivos tratados con NGF 
durante 1, 2, 3 ó 4 días. De nuevo, como control, se utilizaron células PC12 cultivadas durante 
el mismo tiempo en ausencia de NGF. El análisis mediante western blotting cuantitativo 
utilizando el anticuerpo anti-NECC2 y la tinción con Rojo Ponceau como control de carga 
mostró que los niveles de proteína NECC2 aumentan con respecto a los observados en los 
cultivos control a medida que avanza la diferenciación con NGF desde el primer al cuarto día 





















Figura 43: Estudio de la expresión a nivel proteico de NECC2 en células PC12 diferenciadas con NGF. La 
expresión de NECC2 se determinó mediante western blotting cuantitativo utilizando el anticuerpo anti-
NECC2 en extractos de células PC12 cultivadas en presencia (NGF) o ausencia (Control) de NGF 100 
ng/ml durante 1 a 4 días. La densidad óptica de cada banda de NECC2 se normalizó con la tinción de Rojo 
Ponceau en cada calle. Los valores de densidad óptica normalizada de NECC2 están referidos a aquellos de 
los cultivos Control para cada punto de tiempo. Los resultados se representan como la media ± SEM de 4 
experimentos independientes (a P<0,05 vs. Control, b P<0,05 vs. NGF1día y NGF 2días). 
 
 
4.6.3. Estudio de la  distribución intracelular de NECC2 en células PC12 
diferenciadas con NGF. 
Además de determinar el perfil de expresión de NECC2 a nivel de ARNm y proteína a 
lo largo del proceso de diferenciación de células PC12, se estudió cómo afecta la 
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diferenciación de estas células a la distribución intracelular de NECC2. Este análisis se llevó a 
cabo sobre la proteína endógena y sobre la proteína NECC2 expresada de forma exógena. 
La distribución intracelular de la proteína NECC2 endógena en células PC12 tratadas 
durante 1, 2, 3 ó 4 días con NGF se determinó mediante inmunofluorescencia utilizando el 
anticuerpo anti-NECC2. Como se puede apreciar en la figura 44, la inmunocitoquímica reveló 
que las células PC12 diferenciadas con NGF muestran un marcaje para NECC2 en la 
membrana plasmática ya desde el primer día de diferenciación, marcaje que se mantiene 
durante los 4 días de tratamiento con NGF. A partir del primer día de diferenciación, se 
observó además inmunorreactividad a lo largo de las neuritas e incluso en los extremos de 
éstas, distribución que se mantuvo a lo largo de todo el proceso de diferenciación (días 2, 3 y 











Figura 44: Análisis de la distribución intracelular de la proteína NECC2 endógena en células PC12 
diferenciadas con NGF. Imágenes representativas de microscopía confocal sobre células PC12 cultivadas 
durante 1, 2, 3 ó 4 días con medio de diferenciación conteniendo NGF 100 ng/ml y procesadas para 
inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-NECC2. Barra 10 µm. 
 
El estudio de la distribución de la proteína NECC2 completa expresada de forma 
exógena en células PC12 diferenciadas se llevó a cabo mediante la infección de este tipo 
celular con un vector lentiviral que permite la expresión de la proteína NECC2 unida a GFP. 
Las células PC12 infectadas con este vector se cultivaron durante 4 días con el medio de 
diferenciación conteniendo NGF y, tras este periodo, se analizó la localización de la proteína 
quimérica GFP-NECC2 mediante microscopía confocal. Como puede observarse en la figura 
45, las células diferenciadas con NGF mostraron la distribución yuxtanuclear típica que 
muestra la proteína NECC2 exógena en células sin diferenciar. Además, en células 
diferenciadas, la proteína NECC2 se localizó en vesículas situadas cerca de la membrana 
plasmática, especialmente a lo largo de las neuritas y en el extremo  de éstas (Figura 45). En 
conjunto, los resultados del análisis de la distribución intracelular de NECC2 en células PC12 




diferenciadas con NGF indican que esta proteína sufre un cambio en su localización 











Figura 45: Análisis de la distribución intracelular de la proteína NECC2 expresada exógenamente en 
células PC12 diferenciadas con NGF. Imágenes representativas de microscopía confocal sobre células 
PC12 infectadas con el vector lentiviral expresando GFP-NECC2 y cultivadas durante 4 días con medio 
normal de células PC12 (- NGF) o con medio de diferenciación conteniendo NGF 100 ng/ml (+ NGF). Los 
triángulos señalan acúmulos vesiculares de la proteína de fusión GFP-NECC2. Barra 10 µm.  
 
Para completar el estudio de la distribución intracelular de NECC2, se analizó el perfil 
de distribución intracelular de la proteína NECC2 endógena en relación con las proteínas 
caveolina-1 como marcador de caveolas, y el receptor TrkA en células PC12 tratadas durante 
4 días con NGF. Para llevar a cabo este análisis, se realizaron estudios de 
inmunofluorescencia dobles utilizando los antisueros anti-NECC2 y anti-caveolina-1 para 
determinar el grado de colocalización entre estas dos proteínas, y los antisueros anti-NECC2 y 
anti-HA sobre células PC12 transfectadas con el vector de expresión HA-TrkA para analizar 
el grado de colocalización entre NECC2 y dicho receptor. La aplicación de esta técnica 
mostró que la señal inmunofluorescente de NECC2 colocaliza ampliamente con la señal que 
muestra caveolina-1 en células diferenciadas (Figura 46A). Por otro lado, la señal 
inmunofluorescente de NECC2 deja de colocalizar con la señal del receptor en estas células 
(Figura 46B), indicando por tanto que NECC2 podría sufrir un cambio en su función durante 
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Adicionalmente, y para completar el estudio en relación con el marcaje punteado de 
NECC2 que se observa en neuronas, se realizó una doble inmunocitoquímica utilizando el 
antisuero anti-NECC2 junto con anticuerpos frente a dos marcadores sinápticos, sinaptofisina 
y VAMP2, dos proteínas de la membrana de las vesículas sinápticas (Takamori et al., 2006) 
utilizadas ampliamente como marcadores de la región pre-sináptica. Como muestran las 
imágenes de la figura 48, los acúmulos punteados de NECC2 a lo largo del árbol dendrítico 
de neuronas en cultivo colocalizaron ampliamente con el marcaje inmunofluorescente de 
sinaptofisina y VAMP2 respectivamente. Estos resultados indican que, en neuronas en 




















Figura 48: Estudio de colocalización de NECC2 en neuronas. Imágenes representativas de microscopía 
confocal sobre neuronas de hipocampo de ratón cultivadas durante 14 días y procesadas para 
inmunofluorescencia con doble marcaje utilizando el antisuero anti-NECC2 y los anticuerpos anti-
sinaptofisina (A) y anti-VAMP2 (B). Los recuadros señalan acúmulos en los que NECC2 colocaliza con 











4.7. Caracterización funcional de NECC2 en células PC12. 
A continuación realizamos una serie de experimentos dirigidos a determinar la función 
de la proteína NECC2 en células PC12. Así, se analizó el efecto de la sobreexpresión o el 
silenciamiento de la proteína NECC2 sobre la respuesta intracelular asociada a la activación 
del receptor TrkA tras su estimulación con NGF durante periodos cortos de tiempo (0 a 120 
minutos). Adicionalmente, se analizó el efecto producido por la sobreexpresión o el 
silenciamiento de NECC2 sobre el grado de diferenciación celular en células PC12 
estimuladas a largo plazo con NGF (4 días), efecto evaluado mediante la cuantificación de 
parámetros morfológicos en estas células. 
4.7.1. Estudio de la función de NECC2 en células PC12 estimuladas a corto 
plazo con NGF 
Para estudiar la respuesta intracelular en células PC12 estimuladas a corto plazo con 
NGF, se evaluaron los niveles de fosforilación de las moléculas implicadas en la ruta clásica 
de señalización asociada al receptor TrkA en estas células (Arevalo y Wu, 2006). En este 
sentido, se analizaron mediante western blotting los niveles de fosforilación de las proteínas 
ERK1/2 y Akt en células sometidas a tratamiento con NGF durante 5, 30, 60 ó 120 minutos. 
De forma previa a la adición de NGF, todas las células fueron sometidas a un pretratamiento 
con medio de diferenciación que no contenía este factor. Sobre las mismas muestras, se 
analizó la cantidad total de las proteínas ERK1/2 y Akt sin fosforilar, normalizando así la 
carga de proteína en las diferentes calles del western blot. Estos parámetros se analizaron en 
células en las que la expresión de NECC2 había sido modificada mediante sobreexpresión, 
utilizando para este fin vectores de expresión plasmídicos, o mediante silenciamiento, 
utilizando para este fin siRNA de síntesis química. Las células transfectadas o electroporadas 
con estas moléculas se distinguieron de otras células en el mismo cultivo por medio del uso 
del epítopo cMyc o de la proteína fluorescente GFP como reporteros de la transfección o de la 
electroporación, respectivamente. 
4.7.1.1.  Efecto de la sobreexpresión de NECC2 sobre la transducción de 
señales en células PC12. 
Para conseguir la sobreexpresión de la proteína NECC2, se transfectaron células PC12 
con el vector de expresión pcMyc-NECC2, capaz de expresar la forma completa de NECC2 
asociada al epítopo cMyc. Las células PC12 transfectadas con este vector fueron cultivadas 




reveló el análisis realizado mediante inmunoblot utilizando el anticuerpo anti-Myc (Figura 
49A). La misma estrategia fue utilizada para las células control, las cuales fueron 
transfectadas con el vector pcMyc vacío (mock). En estas condiciones de transfección y de 
cultivo, se analizó la respuesta de activación de la ruta de señalización asociada al receptor 
TrkA como se ha descrito previamente. Los resultados de este estudio mostraron que, en 
condiciones control, se produce un aumento en los niveles de fosforilación de la proteína Akt, 
siendo este efecto ya patente a los 5 minutos de estimulación con NGF y manteniéndose 
constante durante los 120 minutos de tratamiento analizados. En estas mismas condiciones 
control, y en relación con la respuesta de activación de la proteína ERK1/2, se observó un 
pico de fosforilación tras los 5 primeros minutos de estimulación con NGF, pico que fue 
disminuyendo progresivamente y de manera significativa durante los 120 minutos de 
tratamiento analizados. El análisis de estas respuestas en cultivos transfectados con el vector 
de expresión pcMyc-NECC2 mostraron que la sobreexpresión de NECC2 no modifica, en 
ninguno de los tiempos de exposición a NGF utilizados, los niveles de fosforilación de la 
proteína Akt con respecto a células transfectadas con el vector vacío  o células control (mock) 
(Figura 49C). Por el contrario, el análisis del patrón de fosforilación de la proteína ERK1/2 en 
células sobreexpresando NECC2 reveló una disminución en los niveles de fosforilación de 
ERK1/2 con respecto a las células utilizadas como control (Figura 49D). La cuantificación de 
este efecto mediante western blotting mostró una disminución no significativa del 7% tras los 
5 primeros minutos de exposición al factor neuronal, y que esta disminución fue 
incrementando progresivamente a lo largo del tiempo de estimulación con NGF hasta alcanzar 
















































Figura 49: Efecto de la sobreexpresión de NECC2 sobre la actividad intracelular en células PC12. Se 
transfectaron células PC12 con el vector pcMyc-NECC2 y pcMyc vacío (mock). Dos días después, los 
cultivos fueron sometidos a tratamiento con NGF durante 5, 30, 60 o 120 minutos y se obtuvieron los 
extractos proteicos en tampón SDS-DTT a 65º C. La expresión de la proteína NECC2 exógena se confirmó 
mediante western blotting utlizando el anticuerpo anti-Myc (A). Adicionalmente, se realizó una tinción con 
rojo Ponceau como control de carga en las diferentes calles (B). Posteriormente, se analizó mediante 
western blotting los niveles de fosforilación de las proteínas Akt (C) y ERK1/2 (D) utilizando los 
anticuerpos anti-fosfoAkt y anti-fosfoERK1/2. A partir de los mismos extractos, se analizaron la cantidad 
total de las proteínas Akt y ERK1/2 utilizando los anticuerpos anti-Akt y anti-ERK1/2, normalizando así la 
carga de proteína en las diferentes calles. Finalmente, para obtener una cinética normalizada, los valores de 
densidad óptica obtenidos se refirieron al valor del tiempo inicial (sin estimulación con NGF) de las células 
control (* P<0,001 vs. Control). 
 
4.7.1.2. Efecto del silenciamiento de NECC2 sobre la transducción de 
señales en células PC12. 
Del mismo modo, se estudió cómo afecta la reducción de los niveles de expresión de 
NECC2 a la respuesta intracelular de células PC12. Como se ha descrito en la sección 
anterior, para disminuir la expresión de NECC2 mediante ARN interferente se utilizó una 
metodología de silenciamiento mediada por siRNA de síntesis química, introducidos en el 
cultivo celular mediante transfección o electroporación. A continuación se detalla la 
optimización del silenciamiento de NECC2 por cada uno de estos dos métodos, así como el 





















4.7.1.2.1. Silenciamiento de NECC2 mediado por siRNA de síntesis química. 
La reducción de la expresión de NECC2 se llevó a cabo mediante una estrategia 
basada en ARN interferente que consiste en la introducción de siRNA sintetizados 
químicamente. Para ello, se utilizó una mezcla de cuatro siRNA, todos ellos específicos para 
silenciar NECC2, que fueron introducidos en el cultivo celular mediante transfección y/o 
electroporación. En primer lugar, se determinó el grado de silenciamiento de NECC2 a nivel 
de ARNm en células PC12 transfectadas durante 3 días con la mezcla de estas cuatro 
secuencias a dos dosis diferentes (50 y 100 picomoles). Como puede observarse en la figura 
50A, la mezcla de siRNA específicos redujo la expresión de NECC2 comparada con los 
valores observados en la mezcla control, siendo la dosis de 100 pmoles la que produjo una 
mayor disminución de los niveles de ARNm de NECC2. Específicamente, el grado de 
silenciamiento a nivel de mensajero en estas condiciones fue del 50% (Figura 50A). El grado 
de silenciamiento de NECC2 a nivel proteico se analizó en estas mismas muestras mediante 
western blotting cuantitativo utilizando la proteína β-actina como control de carga. El análisis 
de estos resultados mostraron que la transfección con la mezcla de siRNA específicos no 
provoca una reducción de los niveles proteicos de NECC2 con respecto a los cultivos 
utilizados como control (Figuras 50B). La ausencia de cambios aparentes en los niveles 
proteicos de NECC2, determinados mediante western blotting, a pesar de la reducción del 
ARNm de NECC2, junto con los datos mencionados previamente en los otros estudios de 
inmunoblotting, nos hacen tener dudas razonables sobre la especificidad de la banda 
inmunorreactiva reconocida por el anticuerpo anti-NECC2 en células PC12. 
Por otro lado, se determinó el grado de silenciamiento de NECC2 a nivel de ARNm en 
células PC12 electroporadas con 3 nmoles de la misma mezcla de cuatro secuencias utilizadas 
en los ensayos de transfección. El efecto de la electroporación con la mezcla de siRNA 
específicos sobre la expresión de NECC2 se analizó tres días después de la electroporación 
(Figura 50C). Así, el análisis mediante RT-PCR cuantitativa mostró que las células PC12 
electroporadas con la mezcla de siRNA específicos mostraron niveles de ARNm de NECC2 
reducidos con respecto a los niveles observados en las células electroporadas con la mezcla 
control (control). En concreto, el nivel de expresión de NECC2, medido 3 días después de la 
electroporación, fue del 50% (Figura 50C). De forma análoga a los experimentos realizados 
mediante transfección, se analizó el grado de silenciamiento de NECC2 a nivel proteico 




actina como control de carga. Estos resultados mostraron que la banda inmunorreactiva 
reconocida por el anticuerpo anti-NECC2 no disminuye su intensidad en extractos de células 
electroporadas con la mezcla de siRNA específicos con respecto a células electroporadas con 
la mezcla control (Figura 50D), indicando de nuevo que la banda inmunorreactiva reconocida 






























Figura 50: Reducción de la expresión de NECC2 en células PC12 mediante transfección con siRNA de 
síntesis química. (A) Se transfectaron células PC12 a una dosis de 50 ó 100 pmoles o (C) se electroporaron 
células PC12 a una dosis de 3nmoles con una mezcla de cuatro siRNA específicos para silenciar NECC2. 
Como control se utilizaron células transfectadas o electroporadas con una mezcla de cuatro secuencias 
inespecíficas (valor de expresión relativa es 1). Tres días después de la transfección/electroporación, se 
cuantificó la expresión de NECC2 mediante RT-PCR cuantitativa. (B) Células PC12 se transfectaron o (D) 
se electroporaron con la mezcla de secuencias control (control) o con la mezcla de secuencias específicas a 
las dosis indicadas anteriormente. Tres días después de la transfección/electroporación, los niveles 
proteicos de NECC2 se analizaron mediante inmunoblot utilizando el anticuerpo anti-NECC2. La tinción 
con el anticuerpo anti-β-actina se utilizó como control de carga. Debajo del inmunoblot se muestra la 
cuantificación de la expresión del nivel proteico de NECC2 en estos cultivos. Los resultados se presentan 

















De forma complementaria, se determinó el grado de viabilidad celular en los ensayos 
realizados mediante electroporación, obteniendo una viabilidad del 51% para las células 
electroporadas con la mezcla de siRNA control y del 48,7% para las células electroporadas 
con la mezcla de siRNA específicos de NECC2. 
Tras confirmar que la transfección o la electroporación con la mezcla de secuencias 
específicas son métodos eficaces para reducir la expresión de NECC2 en células PC12, se 
procedió a determinar cómo afecta la reducción de los niveles de expresión de NECC2 a la 
respuesta intracelular de células PC12. Para simplificar el trabajo, estos estudios se realizaron 
exclusivamente en células silenciadas mediante electroporación. Así, se analizaron mediante 
western blotting los niveles de fosforilación de las proteínas ERK1/2 y Akt en células 
electroporadas y sometidas, tres días después de la electroporación, a tratamiento con NGF 
durante 5, 30, 60 ó 120 minutos. De forma previa a la adición de NGF, todas las células 
fueron sometidas a un pretratamiento con medio de diferenciación que no contenía este factor. 
Sobre las mismas muestras, se analizó la cantidad total de las proteínas ERK1/2 y Akt sin 
fosforilar, normalizando así la carga de proteína en las diferentes calles del western blot. En 
estas condiciones de electroporación y de cultivo, se analizó la respuesta de activación de la 
ruta de señalización asociada al receptor TrkA como se ha descrito previamente. Los 
resultados de este estudio mostraron que, en condiciones control, se produce un aumento en la 
fosforilación de la proteína Akt, que se hace patente a los 5 minutos de estimulación con NGF 
y se mantiene constante durante los 120 minutos de tratamiento. En estas mismas condiciones 
control, se observó un aumento brusco en la fosforilación de la proteína ERK1/2 tras los 5 
primeros minutos de estimulación con NGF. Este umbral de fosforilación fue disminuyendo 
progresivamente, y de manera significativa, durante los 120 minutos de tratamiento 
analizados. Es necesario señalar que la respuesta intracelular obtenida en los cultivos control 
en este ensayo es idéntica a la respuesta obtenida en las condiciones control de los ensayos de 
sobreexpresión, indicando por tanto que la electroporación de células PC12 con los 
parámetros utilizados no altera su funcionalidad. El análisis de estas respuestas en cultivos 
electroporados con la mezcla de siRNA específicos mostraron que el silenciamiento de 
NECC2 no modifica, en ninguno de los tiempos de exposición a NGF utilizados, los niveles 
de fosforilación de la proteína Akt con respecto a células control, electroporadas con la 
mezcla de siRNA control (mock) (Figura 51A). Por el contrario, el análisis del patrón de 




disminución de los niveles de fosforilación de ERK1/2 en el tiempo final analizado con 
respecto a las células utilizadas como control (Figura 51B). La cuantificación de este efecto 
mediante western blotting mostró que la disminución alcanzada fue del 42% en células 











Figura 51: Efecto de la sobreexpresión de NECC2 sobre la actividad intracelular en células PC12. Se 
transfectaron células PC12 con el vector pcMyc-NECC2 y pcMyc vacío (mock). Dos días después, los 
cultivos fueron sometidos a tratamiento con NGF durante 5, 30, 60 o 120 minutos y se obtuvieron los 
extractos proteicos en tampón SDS-DTT a 65º C. Posteriormente se analizó mediante western blotting los 
niveles de fosforilación de las proteínas Akt (A) y ERK1/2 (B) utilizando los anticuerpos anti-fosfoAkt y 
anti-fosfoERK1/2. A partir de los mismos extractos, se analizaron la cantidad total de las proteínas Akt y 
ERK1/2 utilizando los anticuerpos anti-Akt y anti-ERK1/2, normalizando así la carga de proteína en las 
diferentes calles. Finalmente, para obtener una cinética normalizada, los valores de densidad óptica 
obtenidos se refirieron al valor del tiempo inicial (sin estimulación con NGF) de las células control (* 
P<0,001 vs. Control). 
 
En conjunto, los resultados de nuestros estudios funcionales sugieren que NECC2 
podría tener una función relacionada con la respuesta celular asociada a la activación del 
receptor TrkA en respuesta a NGF. En este sentido, la modificación de los niveles de NECC2 
en los cultivos, obtenidos mediante sobreexpresión o mediante silenciamiento a través de 
ARN interferente, modifican los niveles de fosforilación de la proteína ERK1/2 a lo largo de 
la estimulación del cultivo con NGF, disminuyendo estos niveles en ambos casos. Por el 
contrario, en las mismas condiciones de sobreexpresión o silenciamiento, no se modifican los 
niveles de fosforilación de la proteína Akt, indicando por tanto la especificidad de este efecto 















4.7.2. Estudio de la función de NECC2 en la diferenciación de células PC12 
con NGF. 
Para analizar el grado de diferenciación celular, se evaluó el efecto producido por la 
sobreexpresión o el silenciamiento de la proteína NECC2 sobre diferentes parámetros 
morfológicos (ej. número y longitud de neuritas, ramificación de neuritas, etc) en células 
PC12 sometidas a tratamiento con NGF durante periodos de tiempo prolongados (4 días). Del 
mismo modo que se hiciera para estudiar la activación de la ruta de señalización de células 
PC12 estimuladas a corto plazo con NGF, la modificación de la expresión de NECC2 en 
células PC12 se realizó utilizando vectores plasmídicos, para los casos de sobreexpresión, y 
siRNA de síntesis química para los casos de silenciamiento. 
4.7.2.1. Efecto de la sobreexpresión de NECC2 sobre la diferenciación de 
células PC12 con NGF. 
Para analizar el efecto de la sobreexpresión de NECC2 sobre la diferenciación, se 
utilizaron clones de sobreexpresión de células PC12 transfectadas con el vector pcDNA-
cMyc-NECC2. Como control del estudio, se aplicó la misma estrategia utilizando clones de 
células PC12 transfectadas con el vector pcDNA3 vacío (mock). La inmunodetección 
mediante fluorescencia del epítopo cMyc utilizando el anticuerpo anti-cMyc permitió 
identificar las células que estaban sobreexpresando la proteína NECC2 en los cultivos 
celulares (Figura 52A). A partir de estas células, se adquirieron imágenes en campo claro que 
permitieron identificar los márgenes celulares permitiendo la cuantificación, según los 
criterios descritos en la sección de Materiales y Métodos, del número y longitud de neuritas 
por célula y de la capacidad de ramificación de éstas. Es necesario señalar que se estableció 
como célula diferenciada aquella que tuviera al menos una neurita, definiéndose como neurita 











Figura 52: Imagen representativa obtenida en el microscopio de fluorescencia (A) y de campo claro (B). 






Los resultados de este estudio mostraron que el porcentaje de células diferenciadas no 
se encontró alterado en las células que sobreexpresan NECC2 con respecto a las células 
control, oscilando entre un 80 y 90% en todas las réplicas (87,08 ± 1,67 vs. 83,89 ± 2,22% en 
PC12 control y células sobreexpresando NECC2, respectivamente; n = 5; P < 0,05). La 
sobreexpresión de NECC2 tampoco afectó significativamentel al número de neuritas (1,91 ± 
0,21 vs. 1,87 ± 0,13 neuritas/célula en células control y células que sobreexpresan NECC2, 
respectivamente) ni a la longitud media de las neuritas (19,00 ± 1,70 vs. 20,39 ± 2,25 µm en 
células control y células que sobreexpresan NECC2, respectivamente) o la de sus 
ramificaciones (7,00 ± 1,07 vs. 6,47 ± 0,97 µm en células control y células que sobreexpresan 
NECC2, respectivamente). Sin embargo, la sobreexpresión de NECC2 provocó un aumento 
significativo del número de ramificaciones por célula (0,51 ± 0,06 vs. 0,81 ± 0,08) y por 
neurita (0,28 ± 0,05 vs. 0,43 ± 0,04). En conjunto, los datos ilustrados en la figura 52 indican 
que NECC2 participa, directa o indirectamente, en el proceso de diferenciación neuronal, si 
bien la ausencia de un efecto drástico sobre los distintos parámetros de diferenciación 











Figura 52: Efecto de la sobreexpresión de NECC2 sobre la diferenciación de células PC12.  Cuantificación 
de (A) número medio de neuritas (B), ramificaciones, (C) ramificaciones por neurita, (D) longitud media de 
neuritas y (E) longitud media de ramificaciones. Los datos representan la media ± SEM de 5 experimentos 










4.7.2.2. Efecto del silenciamiento de NECC2 sobre la diferenciación de 
células PC12 con NGF. 
De manera complementaria, se estudió cómo afecta la reducción de los niveles de 
expresión de NECC2 al grado de diferenciación neuronal en células PC12. Para ello, se 
utilizaron células PC12 co-electroporadas con una mezcla de cuatro siRNA específicos de 
NECC2 y el vector phr-GFP N1. La detección de la proteína fluorescente GFP permitió 
identificar las células que habían sido electroporadas (Figura 53) y, por tanto, las que estaban 
silenciando al gen NECC2. Como control del estudio, se aplicó la misma estrategia utilizando 
el vector phr-GFP N1 y una mezcla de cuatro siRNA inespecíficos o control. A partir de estas 
células, se adquirieron imágenes en campo claro que permitieron identificar los márgenes 






Figura 53: Imagen representativa obtenida en el microscopio de fluorescencia (A) y de campo claro (B). 
(C) Imagen procesada con el plugin NeuronJ de ImageJ, que permite el trazado de neuritas. Barra de escala, 
5 µm. 
 
Los resultados de este estudio mostraron que el porcentaje de células diferenciadas no 
se encontró alterado en las células que están silenciando NECC2 con respecto a las células 
control, oscilando entre un 80 y 90% (80,06 ± 9,2 vs. 88 ± 6,19% en PC12 control y células 
silenciando NECC2, respectivamente). El silenciamiento de NECC2 no afectó al número de 
neuritas por célula (1,9 ± 0,07 vs. 1,82 ± 0,18 neuritas/célula en células control y células 
silenciando NECC2, respectivamente) ni al número de ramificaciones por célula (0,17 ± 0,02 
vs.0,24 ± 0,05 en células control y células que silencian NECC2, respectivamente) o al 
número de ramificaciones por neurita (0,09 ± 0,01 vs. 0,13 ± 0,02 en células control y células 
que silencian NECC2, respectivamente). Asimismo, ni la longitud media de las neuritas 
(15,97 ± 1,85 vs. 15,7 ± 0,85 µm) ni la longitud media de sus ramificaciones (6,62 ± 0,85 vs. 





silenciamineto de NECC2, o al menos la reducción de aproximadamente el 50% de los 











Figura 54: Efecto del silenciamiento de NECC2 sobre la diferenciación de células PC12. Cuantificación de 
(A) número medio de neuritas (B), ramificaciones, (C) ramificaciones por neurita, (D) longitud media de 




































 Como se mencionó en la introducción del presente trabajo, estudios previos en nuestro 
grupo de investigación permitieron la identificación de una nueva proteína long coiled-coil 
específica de vertebrados a partir de un análisis genómico diferencial sobre dos subtipos de 
células endocrinas, las células melanotropas, que muestran fenotipos opuestos de hipo e 
hipersecreción hormonal (Gonzalez de Aguilar et al., 1997; Peinado et al., 2002; Cruz-Garcia 
et al., 2007). Esta proteína fue denominada Neuroendocrine Long Coiled-Coil 1 (NECC1) 
sobre la base de sus características estructurales y su expresión preferencial en tejidos 
nerviosos y órganos endocrinos (Cruz-Garcia et al., 2007). El análisis in silico de la secuencia 
nucleotídica de NECC1 reveló que este gen pertenece a una familia conformada por dos 
miembros adicionales, un gen de función desconocida que denominamos NECC2, que 
comparte homología estructural y expresión preferencial en los mismos tejidos que NECC1, y 
el gen que codifica para la proteína Jakmip1/Marlin-1 (Couve et al., 2004; Steindler et al., 
2004) (Cruz-Garcia et al., 2007). 
 En este contexto, en el presente trabajo nos propusimos establecer las bases para 
determinar la caracterización bioquímica y molecular de la proteína NECC2. Del mismo 
modo, se ha llevado a cabo la caracterización celular de esta proteína mediante la 







5.1. Análisis estructural de la proteína NECC2. 
 Las proteínas NECC1, NECC2 y Jakmip1/Marlin1, constituyen una familia de 
proteínas con una organización estructural similar, que se caracterizan por la presencia de una 
secuencia rica en dominios coiled-coil y la existencia de una región hidrofóbica en el extremo 
carboxilo-terminal (Cruz-Garcia et al., 2007). Adicionalmente, y como se ha demostrado para 
NECC2 en este trabajo, todos los miembros de esta familia presentan diferentes isoformas 
generadas por splicing alternativo. Concretamente, se han identificado hasta 5 transcritos 
diferentes de composición variable para Jakmip1 (Costa et al., 2007), mientras que, hasta el 
momento, se han descrito dos isoformas de NECC1 y NECC2, que difieren en la presencia o 
no de la región hidrofóbica (Cruz-Garcia et al., 2007). El análisis en particular de la secuencia 
de NECC2 revela la existencia de ocho regiones coiled-coil susceptibles de formar un largo 
dominio coiled-coil, seguido de una región hidrofóbica carboxilo terminal de 19 aminoácidos, 
que es idéntica en su composición aminoacídica a la región hidrofóbica de NECC1 y Jakmip1 
(Costa et al., 2007; Cruz-Garcia et al., 2007). Como se ha explicado anteriormente, los 
dominios coiled-coil constituyen unidades de plegamiento que confieren a las proteínas que lo 
contienen una estructura secundaria en α-hélice, siendo necesarias que dos o más α-hélices se 
enrosquen una alrededor de la otra para formar un supercoil (Cohen y Parry, 1990). La 
estabilidad de estos dominios, por tanto, requiere la formación de estructuras homodiméricas, 
heterodiméricas u oligoméricas (Gillingham y Munro, 2003). Concretamente, el análisis in 
silico de la secuencia de la proteína NECC2 predice la existencia de 4 regiones susceptibles 
de formar estructuras diméricas, y la observación mediante western blotting de un aumento en 
el peso molecular de la proteína tras la estabilización de los enlaces proteicos con un agente 
químico (BMH), confirma que la proteína NECC2 es estable mediante la formación de 
complejos consigo misma o con otras proteínas. 
 Como se mencionó en la introducción, las proteínas con dominios largos coiled-coil 
adoptan generalmente una estructura terciaria en forma fibrilar o de bastón (Burkhard et al., 
2001). Del mismo modo, las secuencias intercaladas entre las múltiples regiones coiled-coil 
actúan a modo de bisagra, permitiendo a estas proteínas ejercer una variedad de funciones 
biológicas dentro de la célula como motores moleculares, funciones estructurales asociadas al 
mantenimiento de compartimentos intracelulares, factores de aproximación o tethering, o 
como factores de andamiaje o scaffold, participando como un soporte estructural que permite 




intracelulares tan relevantes como tráfico vesicular, fusión de membranas o eventos de 
señalización (Gillingham y Munro, 2003; Rose y Meier, 2004). La proteína NECC2, que 
incluye regiones intercaladas entre los varios dominios coiled-coil, podría pues, teóricamente, 
desempeñar alguna de las funciones descritas. 
 Además del dominio long coiled-coil y la versatilidad que éste podría proporcionar en 
cuanto a la función celular, la secuencia de NECC2 contiene una región hidrofóbica 
carboxilo-terminal de 19 aminoácidos, considerada por determinados algoritmos 
bioinformáticos como un dominio transmembrana de tipo II, es decir, con el extremo 
carboxilo-terminal insertado en membrana, y el resto de la proteína expuesto hacia el citosol. 
Más aún, un estudio reciente ha clasificado a la proteína NECC2 dentro de un grupo de 411 
proteínas definidas como proteínas “anchored-tail” (AT), estableciendo como criterios de 
selección la ausencia de péptido señal y la presencia de un dominio transmembrana en el 
extremo carboxilo-terminal con una longitud inferior a 25 aminoácidos (Kalbfleisch et al., 
2007). De forma similar a las proteínas transmembrana tipo II, las proteínas AT constituyen 
un grupo de proteínas intracelulares con el extremo carboxilo-terminal insertado en la 
membrana celular, y el resto de la proteína expuesto hacia el citosol, constituyendo éste un 
mecanismo característico para la inserción de proteínas citosólicas en membranas 
intracelulares específicas, permitiendo actuar a este tipo de proteínas como proteínas activas 
de membrana (Rabu et al., 2009). A diferencia de las proteínas transmembrana tipo II, cuya 
inserción en el RE se produce de manera co-transduccional, la inserción de las proteínas AT 
en el RE se produce de forma post-transduccional (i.e. tras finalizar su síntesis en el citosol) 
(Brodsky, 2010), por lo que el dominio transmembrana no puede ser mayor de 30 
aminoácidos para no superar la longitud del ribosoma (Blobel and Sabatini, 1970), y no ser así 
reconocido por el complejo del translocón del RE antes de finalizar su síntesis (Borgese et al., 
2003). En células eucariotas, las proteínas AT se localizan tanto en la membrana externa de 
mitocondrias y cloroplastos, como en compartimentos intracelulares que están conectados por 
las rutas secretora y endocíticas, incluyendo el RE, el complejo de Golgi, la membrana 
plasmática, endosomas y lisosomas (Borgese et al., 2007). Algunos ejemplos de proteínas AT 
son las proteínas SNARE, que participan en el proceso de reconocimiento y fusión de 
membranas en diferentes etapas de la ruta secretora (Jahn y Scheller, 2006), o la proteína long 
coiled-coil gigantina, asociada a la cara cis del complejo de Golgi (Oka et al., 2004). Para 




final mediante transporte vesicular dentro de la ruta secretora (Brodsky, 2010). En 
concordancia con esta idea, la proteína NECC2 contiene varios motivos diacídicos DXE en su 
secuencia, que en otras proteínas se consideran motivos necesarios para la salida desde el RE 
hacia el complejo de Golgi (Nishimura et al., 1999). Adicionalmente, la longitud y el perfil de 
hidrofobicidad de la región transmembrana de las proteínas AT determinan no sólo el 
transporte inicial hacia al RE, sino también el tráfico posterior hacia su destino final (Borgese 
et al., 2003). Además de la región transmembrana, las proteínas AT contienen otros dominios 
que determinan la localización intracelular final. Estos dominios son generalmente regiones 
de interacción proteína-proteína presentes en la región citoplasmática (Bulbarelli et al., 2002), 
pero también pueden localizarse en regiones próximas al dominio hidrofóbico, como es el 
caso de la proteína v-SNARE sinaptobrevina2 (Kim et al., 1999). Es necesario señalar en este 
punto que la clasificación de 411 proteínas AT realizada por Kalbfleisch y colaboradores se 
basa en algortimos de predicción, por lo que las regiones carboxilo-terminal de estas proteínas 
podrían no comportarse realmente como un dominio transmembrana. De hecho, estudios 
recientes de nuestro grupo de investigación han determinado que la proteína NECC1 se 
comporta como una proteína periférica de membrana en células PC12 (Cruz-Garcia et al., 
2011). Resultados similares se han obtenido para Jakmip-1 (Vidal et al., 2007). Sin embargo, 
en el caso concreto de la proteína exógena NECC2 (i.e. isoforma completa), los estudios 
bioquímicos realizados para el aislamiento de proteínas integrales de membrana apoyan la 
idea de que la región hidrofóbica de NECC2 se comporta como un dominio transmembrana, 
permitiendo su clasificación como proteína AT. 
 Por otro lado, la región hidrofóbica de NECC2 también constituye un dominio 
potencial de unión a caveolina. Estos dominios permiten a las proteínas que lo contienen 
interaccionar de manera directa con el dominio de scaffolding de la proteína caveolina-1. De 
esta manera, el dominio de scaffolding de caveolina-1, de forma similar a otros dominos (Src 
homology-2, Src-homology-3, Pleckstrin homology, etc.), modula la actividad de las proteínas 
con las que interacciona, y permite la formación de complejos oligoméricos que contienen 
elementos del citoesqueleto y moléculas de señalización (Couet et al., 1997; Parat, 2009). El 
dominio de scaffolding de caveolina-1 actúa por tanto como un “velcro” que retiene a estas 
moléculas en un estado inactivo, y facilita que, tras la unión del ligando a su receptor, se lleve 
a cabo la formación de los complejos de señalización (Okamoto et al., 1998; Thomas y Smart, 




 Además de las dos principales características estructurales que se han descrito, la 
secuencia aminoacídica de la proteína NECC2 contiene varios dominios CRAC de interacción 
con colesterol, y varios sitios susceptibles de modificación post-traduccional como motivos de 
miristoilación y de fosforilación. Los dominios CRAC, junto con la acilación de proteínas en 
el grupo amino-terminal con un grupo miristil, constituyen dos de los cuatro tipos de 
lipidaciones que determinan la asociación de proteínas con compartimentos específicos de 
membrana, como es el caso de la N-miristoilación que sufren las proteínas GRASP55 y 
GRASP65, y que permite su asociación a membranas en el complejo de Golgi (Barr et al., 
1997). Por su parte, la presencia de dominios CRAC en las proteínas caveolina-1 y flotilina-1 
contribuyen a su localización específica en lipid rafts (Epand, 2008). Por otro lado, los 
motivos de fosforilación que presenta NECC2 son dianas de varios tipos de quinasas (PKA, 
PKC, CKII, PTK, Akt), sugiriendo una posible regulación por factores que median su acción 
a través de rutas de señalización en las que intervienen dichas quinasas. Adicionalmente, 
NECC2 contiene en su secuencia un motivo PXXP, que es considerado una secuencia diana 
para dominios del tipo SH3 (Src homology 3), los cuales están presentes en varios 
componentes comunes a diferentes vías de señalización como Grb2, que participa entre otros 
en el sistema de señalización de insulina (Bevan, 2001), o la proteína Crk, que está implicada 
en la señalización de receptores TRK (Feller, 2001). La presencia de este motivo en la 
secuencia de NECC2 apoya la posibilidad de que NECC2 esté regulado o participe en 
procesos relacionados con eventos de señalización intracelular. 
 En resumen, las principales características estructurales de la secuencia de NECC2 
sugieren que se trata de una proteína transmembrana, con una alta probabilidad de adoptar una 
estructura fibrilar, y estable mediante la formación de complejos consigo misma o con otras 
proteínas. Adicionalmente, los motivos específicos encontrados en su secuencia (dominio de 
unión a caveolina, dominios CRAC, sitios de N-miristoilación, sitios de fosforilación, y 
motivo PXXP), sugieren la localización de NECC2 en componentes específicos de membrana 
y su participación como componente de scaffold en procesos que pueden estar asociados con 





5.2. Distribución subcelular de la proteína NECC2 en células 
PC12. 
 El análisis de la distribución intracelular de la proteína NECC2 en células PC12 se 
realizó mediante la introducción de vectores de expresión plasmídicos conteniendo la 
secuencia que codifica para la proteína NECC2 con la región hidrofóbica, y un gen reportero 
(GFP o el epitopo cMyc) asociado bien en el extremo amino o en el extremo carboxilo-
terminal. Los estudios de microscopía confocal determinaron que la proteína NECC2 exógena 
marcada en el extremo amino-terminal presenta, con independencia del gen reportero 
utilizado, una distribución en estructuras yuxtanucleares y en acúmulos de tipo vesicular 
asociados a estas estructuras, sugiriendo la asociación de esta proteína a compartimentos y/o 
vesículas asociadas al complejo de Golgi. De hecho, la proteína NECC2 exógena mantiene un 
cierto grado de colocalización con el marcador de TGN sintaxina-6. Esta distribución golgi-
like es similar a la que se obtiene al sobreexpresar NECC2, y también NECC1, en otros 
modelos celulares como las células HEK293T, las cuales no expresan NECC1 o NECC2 de 
forma endógena (Cruz-Garcia et al., 2007). Estas observaciones, junto con la organización 
estructural que presentan ambas proteínas, nos llevaron inicialmente a sugerir su clasificación 
como nuevos miembros de la familia de las golginas (Cruz-Garcia et al., 2007). En el caso de 
NECC1, confirmamos esta propuesta ya que en estudios posteriores demostramos que la 
proteína endógena muestra un alto grado de colocalización con varios marcadores del 
complejo de Golgi como GM130 y TGN38, y, adicionalmente, actúa como un regulador 
negativo de la secreción hormonal en células PC12 (Cruz-Garcia et al., 2011). Sin embargo, 
en el caso de NECC2, su clasificación como una nueva golgina no es aplicable en sentido 
estricto puesto que, además de estar asociada al complejo de Golgi, puede adoptar otro tipo de 
localizaciones intracelulares dependiendo tanto de la isoforma de la proteína como del estado 
celular (Apartado 5.4). 
 Por otra parte, en las regiones yuxtanucleares, la proteína NECC2 exógena mantiene 
un alto grado de colocalización con la proteína caveolina-1. En este sentido, es necesario 
señalar que el complejo de Golgi juega un papel fundamental en la biosíntesis lipídica y en la 
formación de caveolas, presentando concentraciones crecientes de esfingolípidos y colesterol 
en sentido cis-trans (van Meer, 1998; Holthuis et al., 2001). En concordancia con este 
gradiente, se ha demostrado que la formación de caveolas tiene lugar en regiones distales del 




mutada de la proteína sintaxina-6 reduce la cantidad de caveolas y de caveolina-1 en la 
membrana plasmática, indicando que la biogénesis de caveolas se organiza en regiones 
dependientes de sintaxina-6, y que el correcto funcionamiento de esta proteína en estos 
subdominios es necesaria para la formación de estas estructuras (Choudhury et al., 2006). En 
esta línea, la colocalización que NECC2 presenta con caveolina-1, así como con la proteína 
sintaxina-6, sugieren que NECC2 se localiza en subdominios de la región trans del complejo 
de Golgi, y que además podría participar en los pasos finales del ensamblaje de caveolas que 
se produce en estos subdominios, o podría definir nuevos subdominios en los que se lleva a 
cabo este proceso. En consonancia con esta observación están también los resultados de 
fraccionamiento subcelular de la proteína NECC2 exógena. Estos resultados muestran no sólo 
que la proteína NECC2 está asociada esencialmente a membranas en células PC12, sino que 
las membranas celulares a las que se asocia contienen un componente alto en esfingolípidos y 
colesterol. En este sentido, y utilizando un método libre de detergentes que aisla 
exclusivamente las proteínas integrales de este tipo de membranas (Waugh y Hsuan, 2009), 
NECC2 co-migra con caveolina-1 a las fracciones ligeras (“buoyants”) del gradiente, 
indicando por tanto que la proteína exógena NECC2 se comporta como una proteína AT en 
estas membranas, y que puede constituir, al menos en regiones yuxtanucleares, un 
componente de los dominios del Golgi en los que se produce el ensamblaje de caveolas. 
 Para determinar de manera precisa cuáles son las regiones aminoacídicas responsables 
de la distribución de NECC2 en estas regiones, analizamos el comportamiento bioquímico de 
varias formas truncadas de esta proteína. Estos resultados revelaron que la región hidrofóbica 
de NECC2 es la responsable de su anclaje en membranas enriquecidas en colesterol, puesto 
que la sola eliminación de este dominio impide que NECC2 migre a las fracciones ligeras del 
gradiente. No obstante, la separación en las fracciones citosólica y de membrana a partir de 
extractos celulares mediante técnicas de fraccionamiento simple, muestran que todas las 
construcciones analizadas se mantienen en asociación, periférica pero estable, con las 
membranas de células PC12. En línea con los resultados bioquímicos, el análisis mediante 
microscopía de fluorescencia mostró que todas las formas truncadas presentan, además de la 
distribución yuxtanuclear típica de la proteína NECC2 exógena que contiene la región 
hidrofóbica, una distribución vesicular por todo el citoplasma así como en la membrana 
plasmática, sugiriendo por tanto que NECC2 puede ser transportada en la ruta secretora y en 




truncadas de NECC2 mantienen un alto grado de colocalización con la proteína exógena 
caveolina-1 en todas las localizaciones indicadas, apoya la idea de que el transporte de parte 
de NECC2 desde regiones trans del complejo de Golgi hacia la membrana podría llevarse a 
cabo a través de los intermediarios de transporte que llevan la caveolina, las “mature 
caveolae-like vesicles” o “caveolar carriers” (Parton y Simons, 2007; Hayer et al., 2010). 
 La región hidrofóbica de NECC2, por tanto, parece ser responsable no sólo de su 
anclaje a las membranas con carácer de raft sino también de su localización en zonas 
yuxtanucleares, sugiriendo que esta región debe contener una señal de retención que provoca 
la asociación preferente de NECC2 a los compartimentos del complejo de Golgi. Esta 
propuesta es consistente con el concepto explicado anteriormente acerca de que la longitud y 
la hidrofobicidad del dominio transmembrana de las proteínas AT determinan su localización 
intracelular (Borgese et al., 2003). En este sentido, un estudio realizado sobre tres miembros 
de la familia de proteínas SNARE (sintaxina-3, sintaxina-4 y sintaxina-5) muestra que el 
intercambio de los dominios transmembrana entre estas proteínas AT provoca también el 
intercambio en cuanto a su localización (Watson y Pessin, 2001). En el caso de la proteína 
NECC2, la ausencia de la región transmembrana, como sucede en una de las isoformas 
identificadas en células PC12 en nuestro estudio, sería imprescindible para permitir su 
localización en regiones celulares más distales. 
 Adicionalmente, la colocalización de las formas truncadas de NECC2 con caveolina-1 
tanto en vesículas como en la membrana plasmática de células PC12 indica que debe existir 
otra señal de clasificación (sorting) intracelular presente en las tres primeras regiones coiled-
coil de la proteína NECC2 que la dirigen a esos destinos. Más aún, estas observaciones 
apoyan la posibilidad de que las diferentes isoformas naturales de NECC2 puedan ocupar 
localizaciones distintas en este modelo celular. En este sentido, es necesario señalar que la 
existencia de un dominio transmembrana no es condición necesaria para que las proteínas con 
dominios coiled-coil largos se localicen o se asocien a membranas. Así, la gran mayoría de 
proteínas con dominios coiled-coil largos de la ruta secretora son proteínas periféricas de 
membrana (i.e. GM130 o p115) que se asocian a las membranas celulares por medio de 
interacciones con otras proteínas, como las proteínas de la familia GTPasas Rab y Arf, que sí 
muestran un anclaje más fuerte con dichas membranas (Barr y Short, 2003; Gillingham y 
Munro, 2003). En esta línea, se ha descrito la presencia en lipid rafts de diversas proteínas de 




que es razonable proponer que las formas truncadas de NECC2 o las isoformas naturales 
podrían asociarse a las membranas de caveolas mediante la interacción con alguno de estos 
factores, por otra parte independientemente de la presencia de un dominio de unión a 
caveolina. Por otro lado, puesto que NECC2 se comporta de manera estable mediante la 
formación de complejos consigo misma o con otras proteínas, es razonable proponer que las 
formas truncadas de esta proteína, que aún mantienen al menos las tres primeras regiones 
coiled-coil, sean capaces de interaccionar con otras proteínas presentes en las células, 
permitiendo así su asociación periférica a estos microdominios de membrana. Además de ser 
responsables de la formación de dímeros, los dominios coiled-coil pueden estar involucrados 
en la interacción con otros componentes de la célula (Rose y Meier, 2004). En este sentido, se 
ha demostrado que el dominio de cremallera de leucina compuesto por cuatro series de 
heptad-repeats presentes en las proteínas cavinas, componentes estructurales de caveolas, es 
el responsable de su asociación periférica a las membranas de caveolas (McMahon et al., 
2009), por lo que las tres primeras regiones coiled-coil de la proteína NECC2 podrían también 
ser suficientes para su asociación a este tipo de membranas. Por último, sería interesante 
analizar la capacidad de flotación en un gradiente de sacarosa de estas formas truncadas, en 
un método de aislamiento de caveolas que no excluyera las proteínas que se asocian de 
manera periférica a las membranas de estas estructuras (Aboulaich et al., 2004; Waugh y 
Hsuan, 2009). 
 Además de analizar la distribución intracelular de la proteína NECC2 expresada de 
manera exógena en células PC12, en el presente trabajo investigamos la localización de la 
proteína NECC2 endógena por medio de un anticuerpo policlonal generado frente a una 
región conservada de esta proteína. Los estudios de microscopía de fluorescencia 
determinaron que, en condiciones basales, NECC2 se distribuye en aproximadamente el 50% 
de las células en regiones discretas de la membrana plasmática, en las cuales colocaliza con la 
proteína endógena caveolina-1. Sin embargo, no se detectó señal inmunofluorescente para la 
proteína NECC2 endógena en regiones yuxtanucleares. Se ha descrito que en el proceso de 
formación de caveolas, la proteína caveolina-1 forma complejos oligoméricos que conllevan 
cambios en su conformación. Estos cambios conformacionales modifican la accesibilidad de 
diferentes epítopos, impidiendo, según determinados anticuerpos y determinadas fijaciones, la 
detección del pool de proteína caveolina1 presente en el complejo de Golgi (Pol et al., 2005; 




anticuerpo anti-NECC2, que se encuentra en la región amino-terminal de la proteína, no esté 
accesible en el pool de proteína de NECC2 presente en regiones del complejo de Golgi. De 
hecho, el proceso de fijación parece afectar a la capacidad de reconocimiento de NECC2 por 
el anticuerpo, ya que sólo la fijación de los cultivos con metanol nos ha permitido detectar la 
señal inmunofluorescente de NECC2. Por otro lado, y como se ha demostrado en este trabajo, 
la proteína NECC2 presenta al menos una isoforma en células PC12 generada por splicing 
alternativo del exón que codifica para la región hidrofóbica. En este sentido, y dada la 
importancia de este dominio para su localización en regiones yuxtanucleares, el anticuerpo 
anti-NECC2 podría estar reconociendo la isoforma que careciera de la región hidrofóbica y 
que estaría localizada en la membrana. 
 En conjunto, los resultados discutidos hasta este punto indican que la región AT de la 
proteína NECC2 determina su localización, en asociación con caveolina-1, en membranas 
enriquecidas en colesterol y localizadas en el complejo de Golgi. Por otro lado, la ausencia de 
esta región permite el tránsito de NECC2 hacia la membrana, sugiriendo que las distintas 
isoformas de NECC2 podrían tener diferentes localizaciones en este modelo celular. En este 
sentido, el anticuerpo anti-NECC2 muestra que al menos alguna isoforma de NECC2 se 
localiza en caveolas en la superficie celular. En conjunto, estas observaciones apoyan la 
posibilidad de que las isoformas de NECC2 puedan ejercer funciones al menos parcialmente 
distintas aunque, en todos los casos, relacionadas con caveolina-1. 
 Para profundizar en el estudio de la distribución intracelular de la proteína NECC2 
endógena, investigamos su relación con el citoesqueleto de microtúbulos. En este sentido, 
estudios proteómicos han mostrado que las membranas resistentes a detergentes (DRM) están 
particularmente enriquecidas en proteínas del citoesqueleto, entre las que se incluyen actina, 
tubulina, miosina o actinina, indicando que las interacciones entre el citoesqueleto y los 
microdominios de membrana son importantes en la formación, el transporte, y el 
mantenimiento de los lipid rafts (Chichili y Rodgers, 2009). En el caso concreto de caveolas, 
se ha demostrado que los caveolar carriers se desplazan a través de microtúbulos en su 
camino hacia la membrana plasmática, adoptando trayectorias lineales o con cierta curvatura 
(Mundy et al., 2002; Tagawa et al., 2005). De forma similar, se ha propuesto que la integridad 
de la red de microtúbulos es necesaria para el pinching-off de las caveolas y su posterior 
internalización (Echarri et al., 2007). Así, en condiciones de estimulación, la disrupción de los 




de las reservas de caveolas intracitoplasmáticas, de las caveolas de la membrana que han 
internalizado (Tagawa et al., 2005). Por su parte, en ausencia de estimulación, mientras 
algunos autores apuntan a que el tratamiento con nocodazol aumenta el número de caveolas 
internalizadas en la superficie celular (Mundy et al., 2002), otros autores indican que se 
produce una redistribución de caveolina-1 desde la membrana plasmática hacia el ERGIC 
(Conrad et al., 1995). Otros autores, en cambio, no han observado variaciones en cuanto a su 
distribución (Kang et al., 2000). Nuestros estudios realizados en células PC12 muestran que 
en condiciones basales, el tratamiento con nocodazol durante 1 hora no altera la distribución 
de caveolina-1 o de NECC2 en la membrana celular. Este resultado está en concordancia con 
diferentes estudios realizados mediante técnicas de FRAP (Fluorescence Recovery After 
Photobleaching) en los que muestran que, al menos durante una hora, las caveolas son 
altamente estables e inmóviles en la superficie celular (Thomsen et al., 2002). Por tanto, 
nuestros resultados indican que el turnover de la proteína NECC2 en caveolas es similar al de 
la proteína caveolina-1, manteniéndose éstas asociadas a la superficie celular de manera 
estable durante al menos una hora. No obstante, y dado que el tiempo de tratamiento realizado 
en nuestro estudio resultó inferior al requerido para observar un cambio en la distribución de 
la proteína caveolina-1, tampoco podemos descartar que el transporte de NECC2 hacia la 
membrana sea dependiente de la red de microtúbulos. Por otro lado, teniendo en cuenta que la 
síntesis de NECC2 ocurre en el citosol, es posible que una parte de NECC2 asociada a 
caveolas proceda directamente de este compartimento celular. De hecho, es frecuente la 
existencia de un pool citosólico para determinadas proteínas long coiled-coil como EEA1 
(Rubino et al., 2000), o las proteínas liprinas-α o ELKS (Wang et al., 2002; Zurner y Schoch, 
2009). Más aún, y como se ha comentado previamente, las proteínas cavinas son proteínas 
citosólicas que, por medio de su región de cremallera de leucina, se incorporan a las 
membranas de caveolas en la superficie celular (McMahon et al., 2009). Por último, es 
frecuente que ciertas proteínas se asocien a lipid rafts tras su fosforilación durante la 
transducción de señal (Lyman et al., 2008), un fenómeno que podría suceder también para 
NECC2 dada la presencia de varios sitios de fosforilación en la secuencia de esta proteína. 
 Además de evaluar el comportamiento de NECC2 en relación con el citoesqueleto de 
tubulina, investigamos la relación entre NECC2 y caveolas con componentes del 
citoesqueleto de actina, ya que se ha propuesto que la integridad de la red de filamentos de 




rafts, y perturbaciones en esta red originan la dispersión de las proteínas que residen en ellos 
(Head et al., 2006; Goswami et al., 2008). En el caso concreto de caveolas, diversos estudios 
han mostrado que la despolimerización de la actina del córtex celular con citocalasina D 
origina la pérdida en caveolas tanto de caveolinas como de componentes asociados (i.e. 
receptores, quinasas, etc.) (Head et al., 2006), produciéndose una redistribución que, en el 
caso de caveolina-1, se traduce en un incremento en la movilidad lateral y la formación de 
acúmulos en la superficie celular (Thomsen et al., 2002). Otros autores, en cambio, apuntan a 
que el tratamiento con latrunculina A o con citocalasina D induce una masiva internalización 
de caveolina-1, la cual se acumula en regiones centrosomales o en agregados alrededor del 
núcleo respectivamente (Kang et al., 2000; Mundy et al., 2002). Nuestros estudios muestran 
que el tratamiento de células PC12 con latrunculina B induce la desorganización de caveolas 
y promueve la formación de acúmulos de caveolina-1 en la superficie celular. Asimismo, este 
tratamiento reduce drásticamente el grado de colocalización de la proteína NECC2 tanto con 
los filamentos de actina como con la proteína caveolina-1, indicando por tanto que la 
localización de NECC2 en la membrana celular requiere la integridad de la red de actina 
cortical. Por otro lado, los filamentos de actina regulan no sólo la topografía o localización de 
caveolas en la membrana celular, sino que también determinan su capacidad funcional 
(Chichili y Rodgers, 2009). De manera interesante, se ha demostrado que la proteína filamina 
A, un miembro de la familia de proteínas filaminas que participan en el entrecruzamiento de 
los filamentos de actina y que actúa como nexo de unión entre caveolina-1 y el citoesqueleto 
de actina, regula los procesos de internalización y tráfico de caveolas en células endoteliales 
(Popowicz et al., 2006; Sverdlov et al., 2009). Asimismo, la organización del citoesqueleto de 
actina en asociación a caveolas en adipocitos es imprescindible para mantener la 
funcionalidad del receptor de insulina (Kanzaki, 2006). Por tanto, es razonable proponer que 
no sólo la localización sino también la función de NECC2 en caveolas requieren una correcta 
organización de la red de actina cortical. 
 En definitiva,  los diferentes resultados relacionados con la distribución subcelular de 
la proteína NECC2 indican que la región hidrofóbica de NECC2 determina su localización, en 
asociación con caveolina-1, en regiones distales del complejo de Golgi. Asimismo, las formas 
truncadas o las diferentes isoformas naturales de NECC2 que carecen de esta región se 
localizan en otras localizaciones subcelulares (i.e. vesículas, membrana plasmática), en las 




NECC2 en caveolas, y probablemente también su función, requieren una apropiada 





5.3 NECC2 y señalización en caveolas. 
Sobre la base de la localización intracelular de NECC2 discutida anteriormente, en la 
que la proteína NECC2 endógena y las formas truncadas de NECC2 exógena colocalizan con 
caveolina-1 en la superficie celular, y teniendo en cuenta la presencia en caveolas del receptor 
TrkA en células PC12 (Peiro et al., 2000), decidimos estudiar la relación de NECC2 con el 
receptor TrkA, así como con el proceso de señalización mediado por la activación de este 
receptor en respuesta a NGF. Concretamente, la línea celular PC12 ha sido ampliamente 
utilizada como modelo para el estudio del proceso de señalización que subyace a la activación 
de este receptor, así como para el estudio del proceso de diferenciación neuronal inducido por 
el tratamiento continuado con NGF de este tipo celular (Greene y Tischler, 1976; Vaudry et 
al., 2002; Reichardt, 2006). 
Los estudios de microscopía que hemos llevado a cabo utilizando este modelo 
experimental muestran que, en condiciones basales, la proteína NECC2 endógena presenta un 
cierto grado de colocalización en membrana con el receptor TrkA expresado de forma 
exógena (HA-TrkA), aun cuando la mayor parte de este receptor se localiza en nuestro estudio 
en acúmulos intracitoplasmáticos. Es necesario señalar que aun cuando está aceptado que la 
actividad de TrkA está relacionada con caveolas en células PC12, existen discrepancias en 
cuanto a la proporción de receptor TrkA que, en condiciones basales, se encuentra asociado a 
lipid rafts en esta línea celular, oscilando esta proporción entre un 50 y un 90% según los 
estudios (Huang et al., 1999; Peiro et al., 2000; Nishio et al., 2004). Adicionalmente, también 
existen discrepancias en cuanto a la proporción de receptor TrkA presente en los diferentes 
compartimentos subcelulares entre los que trafica, habiéndose sugerido que sólo una parte 
minoritaria del receptor se localiza en la superficie celular (Urdiales et al., 1998; Jullien et al., 
2002; Jullien et al., 2003; Limpert et al., 2007). 
Por su parte, el tratamiento de estas células con NGF durante periodos cortos de 
tiempo (5-120 minutos) aumentan la localización de NECC2 en la membrana celular, 
poniendo de manifiesto que existe una regulación de la localización de NECC2 en respuesta a 
NGF. De manera interesante, el tratamiento con  NGF durante los mismos periodos de tiempo 
aumenta la colocalización entre NECC2 y el receptor TrkA en la superficie celular. Como se 
ha comentado anteriormente, los microdominios de membrana facilitan la concentración e 
interacción tanto de receptores como de moléculas intermediarias de señalización, 




endocíticas (Paratcha y Ibanez, 2002; Puri et al., 2005). Para participar de manera efectiva en 
estos eventos, los lipid rafts deben ser dinámicos en cuanto a su composición, permitiendo el 
movimiento de moléculas tanto hacia dentro como hacia fuera del microdominio en respuesta 
a determinados estímulos extracelulares (Paratcha y Ibanez, 2002; Lingwood y Simons, 
2010). De acuerdo con esto, nuestros resultados indican que en células PC12 se produce una 
reorganización de la composición y el tamaño de los lipid rafts en respuesta a NGF, proceso 
que conlleva la redistribución de NECC2 en la membrana celular. Del mismo modo, son 
numerosos los estudios en los que la unión ligando-receptor está asociada a cambios en la 
localización del receptor en relación con su asociación a los lipid rafts. Algunos ejemplos son 
el receptor c-Ret, que es reclutado hacia lipid rafts tras la activación del receptor GRF por el 
ligando GDNF (Tansey et al., 2000), el receptor EGFR, que se localiza fundamentalmente en 
lipid rafts y cuya activación por EGF induce su salida del lipid raft (Hoeller et al., 2005), o el 
receptor de FGF (factor de crecimiento de fibroblastos), cuya señalización se inicia fuera de 
lipid rafts, induciendo el reclutamiento posterior de los componentes de señalización hacia 
estos microdominios (Paratcha y Ibanez, 2002). En el caso concreto del receptor TrkA, se ha 
demostrado que la concentración de TrkA en lipid rafts es necesaria para la activación del 
receptor, y que el acúmulo de estos receptores en lipid rafts facilita la dimerización y la 
transfosforilación del receptor en respuesta a NGF (Nishio et al., 2004). Del mismo modo, 
otros estudios han propuesto que, tras la estimulación con NGF, se produce una translocación 
del receptor TrkA hacia lipid rafts, proceso que está facilitado por proteínas adaptadoras 
como CAP (c-Cbl-Associated Protein) o APS (Qian y Ginty, 2001; Limpert et al., 2007). No 
obstante, también se ha descrito que la unión de NGF induce la salida de receptores TrkA de 
los lipid rafts (Huang et al., 1999; Jullien et al., 2002). 
Particularmente en nuestro estudio, y en respuesta a NGF, observamos un incremento 
progresivo de la asociación en lipid rafts del receptor TrkA, cuya dinámica de asociación es 
similar a la que muestra la proteína endógena NECC2. Estos resultados sugieren que el 
receptor se transloca y se retiene en estos microdominios, y apoyan la idea de una relación 
funcional en caveolas entre NECC2 y el receptor TrkA. Es necesario señalar que la 
redistribución hacia lipid rafts en respuesta a ligando también ha sido caracterizada para otros 
miembros de receptores TRK. Concretamente, la estimulación con BDNF induce la 
translocación del receptor TrkB hacia lipid rafts en neuronas corticales (Suzuki et al., 2004). 




progresiva, alcanzando unos niveles máximos entre 30 y 120 minutos tras la aplicación de 
BDNF. Por otro lado, cabe también la posibilidad de que la proporción de receptor TrkA que 
observamos que se acumula en lipid rafts se corresponda con la llegada a la superficie celular 
de receptor sintetizado de novo. En este sentido, se ha demostrado que tras la estimulación 
con NGF, el tiempo necesario para la síntesis e incorporación del receptor TrkA a la 
superficie celular es de aproximadamente 20-30 minutos (Jullien et al., 2002). En cuanto a 
NECC2, desconocemos la procedencia de la proteína que se acumula en lipid rafts en 
respuesta a NGF. Es posible que la mayor señal inmunocitoquímica observada sea el 
resultado de la concentración o redisribución en caveolas de la proteína asociada a la 
membrana plasmática, o que NECC2 se incorpore a estas estructuras procedente directamente 
del pool de NECC2 citosólico o del pool asociado a otras membranas celulares. De hecho, se 
ha propuesto que las proteínas asociadas de forma periférica al complejo de Golgi, como es el 
caso de muchas golginas, podrían pasar de unas cisternas a otras siguiendo ciclos de 
disociación/asociación (Glick y Nakano, 2009).  
El conjunto de los resultados de distribución de NECC2 en respuesta a NGF, junto con 
la organización estructural de esta proteína, sugería que la proteína NECC2 podría ejercer una 
función en caveolas en procesos de señalización. Para estudiar esta posibilidad, evaluamos la 
respuesta intracelular asociada a la activación del receptor TrkA tras su estimulación con NGF 
durante periodos cortos de tiempo (5-120 minutos) en células PC12 cuyos niveles de NECC2 
habían sido modificados mediante sobreexpresión o silenciamiento. En concreto, las células 
con niveles de NECC2 reducidos, obtenidos mediante interferencia por ARN (RNAi), 
mostraron una reducción significativa, de aproximadamente el 40%, en los niveles de 
fosforilación de la proteína ERK1/2 en células expuestas a NGF durante 120 minutos. Sin 
embargo, no se observaron cambios significativos en los niveles de fosforilación de Akt en 
ninguno de los tiempos analizados. La alteración selectiva de una pero no otra ruta de señal 
apoyan la especificidad del efecto del silenciamiento de NECC2, además de indicar que el 
receptor es funcional, ya que al menos una de las rutas permanece perfectamente activa en 
respuesta a NGF.  
Como se ha comentado en la introducción de este trabajo, la señalización mediada por 
el receptor TrkA en respuesta a NGF presenta dos componentes bien definidos separados de 
forma espacial y temporal, dando lugar a respuestas celulares diferentes (Arevalo y Wu, 2006; 




dimerización del receptor TrkA y la autofosforilación de sus residuos tirosina (Ullrich y 
Schlessinger, 1990), los cuales actúan como sitios de reclutamiento para proteínas 
adaptadoras e intermediarias en el proceso de señalización (Skaper, 2008). La proteína Shc, 
que es reclutada al residuo Y490, así como la proteína Grb2, que a su vez es reclutada por Shc 
(Stephens et al., 1994), constituyen dos elementos comunes en la activación de la ruta de 
PI3K-Akt y en la activación transitoria, que ocurre durante alrededor de 5-10 minutos, de la 
ruta Ras-MAPK (Delcroix et al., 2004). Ambas rutas, que ocurren en la superficie celular, 
constituyen el primer componente definido de la señalización mediada por TrkA. La ausencia 
en los cultivos con niveles disminuidos de NECC2 de un efecto funcional en todos los 
tiempos analizados sobre la ruta de señalización de Akt, así como la ausencia de un efecto 
funcional sobre la activación de ERK1/2 a tiempos breves de exposición a NGF, tiempo en 
que la fosforilación de ERK1/2 es mediada principalmente a través de la activación transitoria 
de la ruta Ras-MAPK, sugieren que la acción de NECC2 sobre la señalización mediada por 
TrkA no ocurre en la superficie celular. Por el contrario, estos resultados sugieren que la 
función de NECC2 es específica sobre el segundo componente definido de la señalización 
mediada por TrkA, y que consiste en la activación mantenida de la ruta de señalización a 
través de Rap-MAPK, la cual se lleva a cabo durante la internalización del receptor (Wu et al., 
2001; Delcroix et al., 2003). Concretamente, se ha descrito un aumento en los niveles de 
activación de Rap1 a partir de los 30 minutos de estimulación con NGF, que está relacionado 
con la localización del receptor en endosomas de señalización, como muestran el incremento 
en células PC12 de la colocalización entre Rap1 y TrkA, y entre Rap1 y EEA1 en acúmulos 
vesiculares cerca del núcleo celular (Wu et al., 2001). La activación de Rap1, que puede 
prolongarse hasta 180 minutos, se traduce en la activación mantenida de ERK, que a su vez 
resulta en la activación de factores de transcripción y la expresión de genes neuronales 
específicos, dando lugar al proceso de diferenciación hacia fenotipo neuronal que ocurre en 
estas células. De manera similar a lo observado para NECC2, la participación exclusiva en el 
segundo componente de señalización (i.e. ruta Rap1-MAPK), sin producir variaciones en la 
señalización mediada en la superficie celular (i.e. PI3K-Akt y Ras-ERK), ha sido también 
descrita para otras proteínas localizadas en lipid rafts, como es el caso de las proteína FRS2 o 





En conjunto, los resultados obtenidos indican que NECC2 mantiene una relación 
funcional, directa o indirecta, con el receptor TrkA, posiblemente adoptando un papel 
facilitador en la señalización activada por dicho receptor y, más concretamente, en el control 
de la señalización mantenida de ERK asociada al proceso de internalización del receptor. En 
este contexto, el silenciamiento de NECC2 podría modificar, en respuesta a NGF, el tráfico 
y/o la compartimentalización del receptor hacia el sistema endosomal. Concretamente, se ha 
descrito que los diferentes mecanismos de internalización del receptor TrkA pueden ser 
dependientes de clatrina, dependientes de caveolas, y/o por macropinocitosis dependiente de 
la proteína Pincher (Zweifel et al., 2005). No obstante, el proceso mejor caracterizado hasta el 
momento en relación al receptor TrkA es la endocitosis dependiente de clatrina, mientras que 
aún no se ha publicado ningún estudio que haya analizado de manera específica la dinámica 
de internalización de TrkA en relación a caveolas. De manera general, se acepta que estas 
regiones especializadas constituyen unidades estables y altamente inmóviles en la membrana 
celular (Thomsen et al., 2002; Tagawa et al., 2005), pero que su interacción con 
cargos/ligandos específicos inducen su rápida internalización, dando lugar a la formación de 
“endocytic caveolar carriers” en un proceso que está regulado por una gran variedad de 
factores entre los que se encuentran las proteínas caveolinas y cavinas, la actividad de 
diferentes quinasas, o los niveles de colesterol (Pol et al., 2005; Lajoie y Nabi, 2010; Briand 
et al., 2011). Si bien se ha descrito que los “endocytic caveolar carriers” se fusionan con 
estructuras previamente instaladas en el citoplasma denominadas caveosomas (Pelkmans et 
al., 2001; Lajoie y Nabi, 2010), todavía es tema de debate si estas estructuras pueden 
converger posteriormente en el sistema endosomal, dando lugar a endosomas de señalización 
(Kiss y Botos, 2009a). No obstante, varios estudios han mostrado la colocalización de la 
proteína caveolina-1 con marcadores de endosomas en diferentes estadios de maduración, 
como el marcador de endosomas tempranos EEA1 (Parton y Richards, 2003; Aoki et al., 
2007), o el marcador de endosomas tardíos GD63 (Botos et al., 2008), lo que apoya que los 
componentes de las caveolas, incluido en teoría el receptor TrkA y NECC2, pueden ser 
transferidos desde éstas al interior celular a través del sistema endosomal. En consonancia con 
esta propuesta, un estudio reciente ha mostrado la presencia del receptor de insulina en 
endosomas junto con las proteínas caveolina-1 y p14Cav1, sugiriendo que la internalización 
de este receptor en respuesta a insulina ocurre a partir de caveolas en las que se localiza de 
forma previa a la estimulación (Fagerholm et al., 2009). Independientemente del mecanismo 




que sí se ha establecido es que, en células PC12, el receptor TrkA colocaliza en vesículas 
marcadas con EEA1 tras la estimulación con NGF (Wu et al., 2001; Varsano et al., 2006). En 
este punto, nuestros resultados sobre la colocalización de NECC2 con EEA1 en vesículas en 
la superficie celular, en especial en respuesta a NGF, sugieren que esta proteína puede 
interaccionar con endosomas tempranos. Estas observaciones, junto a los resultados obtenidos 
sobre la fosforilación de ERK1/2 en respuesta a NGF en células con niveles disminuidos de 
NECC2, apoyan una acción de esta proteína en la regulación del tráfico y/o la señalización de 
TrKA en endosomas. En este contexto, NECC2 podría actuar como un factor de tethering 
vesicular, modulando la endocitosis de TrkA o, alternativamente, como factor de scaffold, 
permitiendo el reclutamiento y/o la interacción en los endosomas de efectores implicados en 
la señalización mantenida a través de la ruta Rap-MAPK. Esta última función ha sido descrita 
para la proteína de lipid rafts FRS2 que, junto con la proteína ARMS, permite la formación 
del complejo CrkII con C3G, y la subsiguiente activación de Rap1 en células PC12 (Kouhara 
et al., 1997; Kao et al., 2001; Arevalo et al., 2004). 
Además de analizar cómo afecta el silenciamiento de NECC2 sobre la transducción de 
señales mediada por el receptor TrkA, evaluamos dicha respuesta en células PC12 con niveles 
de expresión de NECC2 elevados, teniendo en cuenta la localización que presenta, en 
asociación con caveolina-1, la proteína exógena NECC2 en subdominios del complejo de 
Golgi. Sorprendentemente, los resultados obtenidos coinciden con los derivados de los 
estudios de silenciamiento, en cuanto a que ambos provocaron una disminución de los niveles 
de fosforilación de la proteína ERK1/2 con respecto a las células control. Concretamente, en 
células transfectadas con NECC2 observamos una disminución significativa a los 30 minutos 
de estimulación con NGF, alcanzando aproximadamente un 30% de reducción en células 
expuestas a NGF durante 120 minutos. Estos resultados, que a priori parecen contradictorios, 
son similares a lo observado para caveolina-1 y las caveolas con respecto al proceso de 
señalización en células PC12 mediado por TrkA en respuesta a NGF. Así, la actividad de 
TrkA se ve disminuida tanto en condiciones de sobreexpresión de caveolina-1, lo cual 
provoca el secuestro del receptor TrkA (Bilderback et al., 1999), como tras la 
desestabilización de las caveolas mediante el tratamiento del cultivo con agentes que extraen 
el colesterol de la membrana, como ciclodextrina o filipina (Peiro et al., 2000). En conjunto, 




existencia de estas plataformas en unas condiciones óptimas, y que variaciones en cuanto a su 
cantidad o a su composición conllevan el mismo efecto sobre la actividad de TrkA.  
De manera similar a lo observado en los estudios de silenciamiento, la sobreexpresión 
de NECC2 no modificó los niveles de fosforilación de Akt en ninguno de los tiempos 
analizados, confirmando de nuevo la selectividad de la acción de NECC2 sobre rutas de 
señalización específicas activadas por TrkA. Estas observaciones, junto con la ausencia de un 
efecto funcional en los niveles de fosforilación de ERK1/2 a tiempos cortos tras la 
estimulación con NGF, indican que la sobreexpresión de esta proteína no afecta la 
funcionalidad del receptor en la superficie celular, y refuerzan la idea de un papel específico 
de NECC2 sobre el segundo componente de señalización mediado por la actividad del 
receptor TrkA, proceso que, como se ha indicado previamente, ocurre durante su 
internalización. Desconocemos los mecanismos por los que la sobreexpresión de NECC2 
lleva a cabo su acción. Teniendo en cuenta su localización, y de forma similar al papel que 
ejerce sintaxina-6 (Choudhury et al., 2006), cabe la posibilidad de que la acumulación de la 
proteína exógena en el complejo de Golgi interfiera de alguna manera en el proceso de 
ensamblaje de las caveolas que tiene lugar en subdominios específicos de la región trans del 
Golgi (Choudhury et al., 2006; Parton y Simons, 2007; Hayer et al., 2010) y/o en el tráfico de 
las mismas, modificando así la cantidad de caveolas o la composición lipídica de las mismas 
en la superficie celular. Alternativamente, la proteína exógena podría impedir la incorporación 
en dichos subdominios de componentes específicos de las caveolas que fueran necesarios para 
la posterior señalización/internalización del receptor en respuesta a NGF o incluso modificar 
el tráfico de TrkA a la superficie celular. Actualmente se desconoce cómo se produce el 
sorting de TrkA hacia la superficie celular (Zhang et al., 2009), pero podría depender de 
caveolina-1, como se ha descrito para otros receptores (i.e receptor de angiotensina) (Wyse et 
al., 2003). 
En conjunto, los resultados discutidos hasta ahora indican que NECC2 mantiene una 
relación funcional con el receptor TrkA en caveolas, modulando la actividad de este receptor 
en relación con el segundo componente definido de señalización, el cual se lleva a cabo 






5.4 Función de NECC2 en el proceso de diferenciación neuronal. 
Además de analizar la distribución y la función de NECC2 en relación con el receptor 
TrkA en células PC12 sometidas a tratamiento con NGF durante periodos cortos de tiempo, 
analizamos la expresión y la distribución intracelular de NECC2 a lo largo del proceso de 
diferenciación neuronal. Como se ha comentado en la introducción de este trabajo, el 
tratamiento continuado con NGF de las células PC12 provoca la detención del ciclo celular y 
la activación del proceso de diferenciación neuronal, en el que las células adoptan una 
morfología similar a neuronas colinérgicas y adquieren la capacidad de ser excitables 
eléctricamente (Greene y Tischler, 1976).  
Recientemente, la aplicación de técnicas proteómicas y de microarrays han 
contribuido a la determinación de los factores clave que participan en el proceso de 
diferenciación neuronal de células PC12, habiéndose puesto de manifiesto que la estimulación 
con NGF induce variaciones en la expresión génica tanto de genes de respuesta temprana, 
fundamentalmente factores de transcripción, así como genes de respuesta tardía, dando lugar 
al desarrollo de un patrón de expresión proteico característico necesario para que se produzca 
la diferenciación (Lee et al., 2005; Dijkmans et al., 2008; Dijkmans et al., 2009; Kobayashi et 
al., 2009; Kunz et al., 2009). Concretamente, y tras analizar 27.000 genes, un estudio reciente 
ha clasificado al gen NECC1 dentro de los 1547 genes seleccionados como posibles genes de 
respuesta temprana regulados por NGF, sobre la base del aumento de la expresión que 
presenta NECC1 (de hasta seis veces) en los 15 primeros minutos de estimulación con NGF 
(Dijkmans et al., 2009). En dicho estudio, y debido a la variabilidad en cuanto a la expresión 
observada en el control, no se mostró un cambio significativo en la expresión de NECC2 en 
respuesta a NGF. En nuestro estudio, observamos que la expresión de NECC2 a nivel de 
ARN mensajero disminuye aproximadamente un 60% tras 24 horas en presencia de NGF, 
manteniéndose reducido durante todo el periodo estudiado (1-4 días).  
El amplio rango de procesos celulares que se ven modificados durante el proceso de 
diferenciación neuronal incluyen el ciclo celular, la biosíntesis de proteínas, el tráfico 
vesicular, y la reorganización de la membrana y la estructura celular, produciéndose 
generalmente un aumento de proteínas del citoesqueleto como las proteínas tubulina-α, 
cofilina o el complejo ARP2/3 (Angelastro et al., 2002), así como de proteínas que participan 
en el tráfico intracelular de membranas, como las GTPasas Rab1, Rab7, Rab15, Rab31, Arl8 




marcadores neuronales, incluyendo a proteínas como sintaxina1A, Munc13-4, sinaptotagmina 
4 y 9, sinaptofisina, sinapsinaII y SNAP25 (Marek et al., 2004; Dijkmans et al., 2008). 
Además de estos procesos, las variaciones de expresión génica y proteica mediadas por NGF 
en células PC12 también afectan a las moléculas implicadas en la transducción de señal a 
través de diferentes rutas (Lee et al., 2005). En este sentido, la dinámica de activación 
transitoria o mantenida de la vía de señalización a través de MAPK juega un papel decisivo 
para la entrada de estas células en el programa de proliferación o de diferenciación, dando 
lugar a la regulación transcripcional correspondiente en cada caso (York et al., 1998; Vaudry 
et al., 2002). Entre los genes de señalización de la ruta MAPK cuya expresión transcripcional 
está regulada por NGF se encuentran las proteínas Shc, R-ras, B-raf, Gab1 o MEK1 
(Angelastro et al., 2000; Dijkmans et al., 2008). En relación con NECC2, la disminución del 
ARN mensajero a lo largo de la diferenciación sugiere que la expresión de este gen podría 
estar regulada negativamente por la activación mantenida de MAPK quinasas. En 
concordancia con esta propuesta, varios estudios de microarrays han identificado un patrón 
común de regulación negativa para el gen NECC2 tras la activación de proteínas MAPK en 
procesos biológicos muy diferentes (reports GDS2124, GDS1109, y GDS1306 en 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbrowser). Del mismo modo, en estos estudios se 
observa cómo la inhibición de la actividad de MAPK con inhibidores químicos resulta en la 
reversión de la expresión de NECC2, apoyando la idea de que la regulación de la expresión 
transcripcional de NECC2 estaría modulada por este tipo de quinasas. La observación en 
nuestro estudio de una disminución de la expresión de NECC2 en respuesta a la estimulación 
celular con NGF sugiere que esta disminución podría estar mediada por la activación 
mantenida de MAPK, que ocurre en células PC12 tras la activación del receptor TrkA. No 
obstante, no podemos olvidar que no conocemos con exactitud qué isoformas del gen NECC2 
pueden estar presentes en este modelo celular o en los modelos analizados en los estudios 
citados, las cuales podrían adoptar diferentes patrones de regulación en respuesta a NGF. 
Los resultados discutidos hasta ahora indican que la expresión y la distribución 
intracelular de NECC2 en células PC12 están reguladas en respuesta a la estimulación con 
NGF. Más aún, NECC2 mantiene una relación funcional directa o indirecta con el receptor 
TrkA en caveolas, y variaciones en los niveles de expresión de NECC2 modifican la 
fosforilación mantenida de ERK1/2 en respuesta a NGF, la cual está mediada a través de la 




proceso de diferenciación neuronal de células PC12. Para estudiar esta posibilidad, evaluamos 
la capacidad de diferenciación neuronal de células PC12 cuyos niveles de NECC2 se habían 
modificado mediante sobreexpresión o silenciamiento, tras el tratamiento con NGF durante 
periodos prolongados de tiempo (4 días). En concreto, para analizar el efecto de la 
sobreexpresión de NECC2 sobre la diferenciación, se utilizaron clones de sobreexpresión de 
células PC12 transfectadas con el vector pcDNA3-cMyc-NECC2. Por otro lado, la reducción 
de los niveles de NECC2 se obtuvo mediante interferencia por ARN (RNAi). 
Sorprendentemente, los resultados de este estudio no mostraron, en ninguno de los casos, 
ninguna variación en el porcentaje de células diferenciadas con respecto al control, ni 
tampoco en la longitud media de las neuritas o en la de sus ramificaciones. El único cambio 
observado fue que la sobreexpresión de NECC2 provocó un aumento en el número de 
ramificaciones por célula y por neurita. 
Actualmente no disponemos de una explicación clara para justificar estos resultados, 
puesto que la modificación de los niveles de fosforilación de ERK debería inducir un cambio 
en el patrón o en la respuesta celular sobre la diferenciación. No obstante, existen ejemplos en 
la bibliografía en los que modificaciones en proteínas clave en el proceso de diferenciación 
neuronal no se traducen en los cambios fenotípicos correspondientes, y, por otra parte, son 
numerosos los trabajos en los que se observan variaciones en la activación de la cascada de 
señalización pero que no se completan con estudios sobre la cuantificación microscópica de 
neuritas. Así, algunos autores han descrito que la sobreexpresión de un mutante activo de 
Rap1 (Bouschet et al., 2003; Sun et al., 2006) o de Cdc42 (Abe et al., 2003) no inducen la 
diferenciación neuronal en células PC12. Asimismo, la eliminación de la proteína adaptadora 
FRS2 en modelos animales, la cual compite por el residuo Y490 y participa en el segundo 
componente de activación de receptores TRK, tampoco conlleva la aparición de alteraciones 
neuronales en estos modelos (Minichiello et al., 1998; Postigo et al., 2002). Más aún, durante 
el proceso de diferenciación neuronal se produce un aumento de la expresión génica de genes 
como TMSF24 (Trans-Membrane tetra(4)-Span Family 10) o ZNFR1 (zinc and ring finger 
1), y, sin embargo, la sobreexpresión de estas proteínas bloquea el proceso de diferenciación 
(Laketa et al., 2007). Curiosamente, otros autores han mostrado recientemente que la 
sobreexpresión de ZNRF1 induce la elongación de procesos de tipo neurita en células COS-7 
(Yoshida et al., 2009). Adicionalmente, un estudio reciente ha mostrado que la inhibición de 




neuritas (Tucker et al., 2008). Por otro lado, y como se ha comentado en la introducción, la 
internalización del receptor TrkA puede producirse por diferentes mecanismos que incluyen 
vesículas de clatrina, caveolas y/o procesos de macropinocitosis (Delcroix et al., 2004; 
Zweifel et al., 2005; Philippidou et al., 2011). En este sentido, es razonable proponer que la 
falta de señalización por alguno de estos mecanismos pueda ser compensado por el resto de 
procesos. Así, nuestros estudios de sobreexpresión muestran un 30% de reducción en la 
fosforilación de ERK en células expuestas a NGF durante 120 minutos, pero no podemos 
descartar que más allá de este tiempo se produzca una compensación que permita la correcta 
diferenciación. De manera similar, la reducción de la expresión de NECC2 mediante 
silenciamiento que, por otra parte no fue total, podría poner en marcha mecanismos 
compensatorios que permitieran superar la disminución inicial de la señalización por ERK1/2 
inducida en las células que incorporaron el siRNA contra NECC2. En línea con estas 
propuestas, los ratones cav1-KO no presentan alteraciones en la composición lipidica de los 
lipid rafts, en el patrón de proteínas GPI (Drab et al., 2001), o en la composición lipoproteica 
plasmática, y tampoco se ven modificados el transporte transendotelial de albúmina, 
inmunoglobulinas o lipoproteínas (Rippe et al., 2002), indicando que la falta de caveolas 
puede ser compensada por diferentes alternativas de entrada al interior celular. 
Por último, otro aspecto que debemos tener en cuenta son las diferentes fases en que 
puede dividirse el proceso de diferenciación neuronal. Así, en una fase inicial, las células 
redondeadas comienzan a generar extensiones similares a filopodia. En una segunda fase, se 
produce la extensión o elongación de estas estructuras dando lugar a la formación de neuritas, 
y, por último, en una tercera fase de maduración, las neuritas se diferencian a axones o 
dendritas, y se produce un aumento del diámetro celular, del grosor de la neurita y de la 
arborización dendrítica y axonal (da Silva y Dotti, 2002; Yamada et al., 2009) Por tanto, el 
efecto que determinadas proteínas ejercen sobre la diferenciación depende de la localización, 
la función, o el requerimiento de las mismas en las diferentes fases de la diferenciación. Así, 
por ejemplo, la sobreexpresión de SNAP25, que se localiza en la membrana celular, induce un 
aumento en el sprouting de neuritas, mientras que la sobreexpresión de VAMPII, que se 
localiza en los tips, induce un aumento en la longitud de las mismas (Kimura et al., 2003). 
Asimismo, la sobreexpresión de TMSF24, ZNFR1, KIF2C (Kinesin family member 2C), 
KAP3 (Kinesin-associated protein 3), o Q9UKI2 (CRIB-containing BORG2 protein) 




(hypothetical protein) permite el crecimiento neuronal pero induce una retracción posterior de 
las neuritas (Laketa et al., 2007). Curiosamente, y a pesar del efecto que induce la 
sobreexpresión de Q9Y4P9, su expresión génica se ve aumentada en respuesta a NGF (Laketa 
et al., 2007). En este sentido, y dado que nuestros análisis se han realizado en células PC12 
estimuladas durante 4 días con NGF, sería interesante poder analizar los mismos parámetros 
durante las diferentes fases iniciales del proceso de diferenciación (días 1, 2 ó 3), además de 
en un estadio final (día 4). Más aún, la sobreexpresión de NECC2 produce un aumento en el 
número de ramificaciones por célula y por neurita, indicando la participación de NECC2 en el 
último paso de la diferenciación en células PC12, sugiriendo además que NECC2 podría tener 
funciones diferentes o adicionales en células diferenciadas con respecto a células sin 
diferenciar. 
Por este motivo, quisimos investigar cómo afecta la diferenciación de estas células a la 
distribución intracelular de NECC2. Los experimentos de microscopía realizados mostraron 
que la localización subcelular de la proteína NECC2, tanto exógena como endógena, se ven 
modificados en células PC12 diferenciadas con respecto a células sin diferenciar. 
Concretamente, la proteína NECC2 expresada de forma exógena, además de mantener la 
distribución yuxtanuclear característica en células sin estimular, se localiza en células PC12 
diferenciadas en vesículas situadas cerca de la membrana plasmática, especialmente a lo largo 
de las neuritas y en el extremo de éstas. Este cambio de localización que presenta la isoforma 
de NECC2 que contiene la región hidrofóbica sugiere que, durante el proceso de 
diferenciación, NECC2 modifica su patrón de interacción con diferentes efectores, proceso 
que probablemente también conlleva un cambio en su función. De forma similar, la proteína 
NECC2 endógena, además de mantener el marcaje característico en la membrana plasmática, 
también se localiza en células PC12 diferenciadas en estructuras vesiculares a lo largo de las 
neuritas y en el extremo de éstas, manteniendo siempre un alto grado de colocalización con la 
proteína endógena caveolina-1. Curiosamente, a diferencia de lo observado en células PC12 
no diferenciadas, no encontramos ninguna colocalización entre la proteína NECC2 endógena 
y el receptor TrkA en células diferenciadas. En línea con este resultado, varios estudios 
procedentes de un mismo grupo de investigación han mostrado, mediante microscopía 
electrónica convencional y HVEM (computer tomography of high voltage electron 
microscopy), que la señal inmunorreactiva del receptor TrkA no coincide en células PC12 




2007a). En dichos estudios, y si bien caveolina-1 se localiza en superficie, no se han podido 
encontrar caveolas identificables desde un punto de vista estructural en estas células. 
Adicionalmente, no se ha podido demostrar hasta la fecha que exista una interacción directa 
entre el receptor TrkA y caveolina-1 en neuronas. En conjunto, por tanto, es razonable 
proponer que la proteína NECC2 adopta funciones diferentes, o adicionales, no relacionadas 
con TrkA, en células PC12 diferenciadas con respecto a células sin diferenciar. 
No obstante, el alto grado de colocalización que la proteína NECC2 mantiene con 
caveolina-1 en células PC12 diferenciadas sugiere que ambas proteínas puedan participar en 
funciones comunes en dichas células. En este sentido, se ha demostrado la asociación de la 
región de scaffolding de caveolina-1 con una gran variedad de receptores neuronales, como el 
receptor mGluR, el receptor AMPA, o el receptor NMDA entre otros (Stern y Mermelstein, 
2010), sobre los que actúa como modulador positivo o negativo en eventos de señalización. 
Concretamente, caveolina-1 se localiza en dendritas y conos de crecimiento axonal en 
neuronas de hipocampo, participando en el proceso de diferenciación neuronal y de 
remodelación y/o maduración sináptica (Braun y Madison, 2000; Bu et al., 2003). Por otra 
parte, se ha descrito la existencia de una gran número de proteínas sinápticas en lipid rafts 
aislados de sinaptosomas (SNAP25, sintaxina, VAMP2, sinaptotagmina) habiéndose 
propuesto que estos microdominios constituyen un sitio específico de exocitosis (Chamberlain 
et al., 2001; Gil et al., 2005; Salaun et al., 2005; Lang, 2007). Curiosamente, nuestros 
estudios en neuronas de hipocampo diferenciadas en cultivo durante 14 días muestran que la 
proteína NECC2 presenta un alto grado de colocalización con dos marcadores presinápticos, 
la proteína v-SNARE VAMP2 y sinaptofisina, lo que sugiere una relación de NECC2 con la 
sinapsis neuronal. En este contexto, se ha demostrado que la zona activa de la sinapsis en 
neuronas, en la que tiene lugar la exocitosis de vesículas sinápticas, contiene proteínas con 
dominios largos coiled-coil, concretamente las proteínas ELKS y liprinas-α (Wang et al., 
2002; Zurner y Schoch, 2009; Hida y Ohtsuka, 2010). Ambas proteínas forman parte de la 
citomatriz de la zona activa de la sinapsis junto con otras familias de proteínas (Munc13s, 
RIMs, Piccolo y Bassoon) (Schoch y Gundelfinger, 2006; Sigrist y Schmitz, 2010), y se ha 
propuesto su implicación, como factores de scaffolding, en la asociación entre la formación de 
dicha zona y la exocitosis de vesículas sinápticas (Dai et al., 2006). Obviamente, los datos de 
los que disponemos hasta el momento sobre NECC2 en neuronas son ciertamente reducidos y 




la base de su localización en estas células, su estructura y su alta expresión en regiones del 
SNC con una elevada plasticidad (cerebelo, hipocampo), cabe la posibilidad de que NECC2, 
en neuronas, pueda actuar regulando la accesibilidad de las vesículas sinápticas a la zona 










































1. NECC2 se caracteriza por presentar en su secuencia varias regiones coiled-coil 
responsables de su asociación en oligómeros de alto peso molecular. Además, NECC2 
contiene una región hidrofóbica en su extremo carboxilo-terminal que es responsable de 
su anclaje en membranas celulares. 
2. En células PC12, NECC2 colocaliza con la proteína caveolina-1 en membranas 
enriquecidas en colesterol y, en particular, en caveolas. Además, NECC2 sufre splicing 
alternativo en este modelo celular, lo cual regula su localización y el tipo de asociación 
que mantiene con este tipo de microdominios de membrana. 
3. NECC2 colocaliza con el receptor TrkA en caveolas en células PC12. Adicionalmente, la 
expresión y distribución intracelular de NECC2 está regulada por el factor de crecimiento 
neuronal (NGF). 
4. El aumento y/o la reducción de los niveles de expresión de NECC2 modifica la respuesta 
intracelular asociada a la activación del receptor TrkA en respuesta al ligando NGF, lo que 
apoya un papel para esta proteína en la señalización mediada por dicho receptor. 
5. En neuronas de hipocampo, la proteína NECC2 se localiza en la región presináptica. Esta 
distribución es similar a la observada en células PC12 diferenciadas con NGF, en las que 
NECC2 se localiza en el complejo de Golgi y en vesículas situadas a lo largo de las 
neuritas. 
 En conjunto, estos resultados sugieren que NECC2 podría participar como proteína de 
scaffolding o de tethering vesicular, modulando la funcionalidad de las caveolas y del 
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